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(54) Title: PROCESS FOR PREPARING CANCER VACCINES 

(54) Bezeic tin ling: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KREBSVAKZINEN 



(57) Abstract 

Cancer vaccines are prepared by treat- 
ing tumor cells or fibroblasts with a complex 
of imm unostimu latin g polypeptide- coding 
DNA and of DNA-binding substance, for 
example polylysine, preferably conjugated 
with transferrine. The complex further 
contains a conjugate of DNA-binding 
substance and of an endosomolytic peptide 
or an adenovirus having at least one E4 
defect or one Ela defect associated with 
other genetic defects. 

(57) Zusaxnmenfassung 

Krebsvakzine werden erhalten 
durch Behandlung von Tumorzellen oder 
Fibroblasten mit einem Komplex a us DNA 
kodierend fiir ein inimunstimulierendes 
Polypeptid, und einer DNA-bindenden 
Substanz, z.B. Polylysin, die vorzugsweise 
mit Transferrin konjugiert isL Der 
Komplex enthalt femer ein Konjugat 
a us DNA-bindender Substanz und einem 
endosomolytischen Peptid oder einem 
Adenovirus, das zurnindest ein en E4-Defekt 
oder einen Ela-Defekt in {Combination mit 
weiteren Gendefekten aufweist. 
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Verfahren zur Herstellung von Krebsvakzinen 

Die Erfindung bezieht sich auf die Gentherapie, 
insbesondere auf ihre Anwendung im Rahmen der 
Krebstherapie . 

In den letzten 20 Jahren hat es keinen entscheidenden 
Durchbruch bei der Behandlung von Krebserkrankungen 
gegeben, erst der kiirzlich entwickelte Ansatz der sog. 
"Krebsvakzine" hat die Hoffnung auf einen Fortschritt in 
der Krebstherapie geweckt. 

In Krebspatienten hat das Immunsystem einen groSen 
EinfluB auf die Entwicklung des Tumors und auf die 
Prognose der Krankheit. Im Patienten mit malignem Melanom 
kann die Immunantwort zu einer vollstandigen Ruckbildung 
des Tumors in 0.5 % der Patienten fiihren. In den meisten 
Patienten wird hingegen eine Immunantwort, die die 
Tumorentwicklung kontrolliert , jedoch nicht alle 
Krebszellen ausschalten kann, in frtihen Stadien des 
Tumors beobachtet. In fortgeschrittenen Stadien findet 
man oft die Situation, daS die Krebszellen der 
Immunerkennung entkommen oder das Immunsystem spezifisch 
unterdriickt wird ( Hoon et al . , 1990). Es wurde 
vorgeschlagen, nach der chirurgischen Entfernung des 
Primartumors dem Patienten Krebsvakzine zu verabreichen . 
Krebsvakzine enthalten Krebszellen, die genetisch 
modifiziert sind, oder Krebszellen in Kombination mit 
immunstimulierenden Adjuvantien, die im Patienten eine 
krebsspezif ische Immunantwort induzieren oder 
reaktivieren (s. z.B. Hoon et al . , 1990; Bystryn et al. , 
1990 und 1992; Berd et al . , 1990; Fearon et al . , 1990; 
Lotze et al., 1992; Pardoli, 1992; Rosenberg et al., 
1992, Schirrmacher , 1990). 
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Die Gene, mit denen Tumorzellen trans fizierr werden, um 
sie starker irrjnunogen und als Folge davon weniger 
tumorigen zu machen, fallen in drei Kategorien: 

1) Gene, die fur Proteine kodieren, die den Tumorzellen 
fehlen (sog. Fremd- oder Neoantigene ) : Die dadurch 
hervorgeruf ene sog. "Xenogenisierung" kann z.B. durch 
Expression syngenetischer MHC-I-Antigene in MHC-I- 
defizienten Tumorzellen, durch Expression von 
allogenetischen MHC-I- oder MHC-II-Antigenen oder durch 
Expression von viralen Proteinen wie Hamagglutinin (Itaya 
et al., 1987; Fearon et al . , 1988; Plaksin et al . , 1988 
und Ostrand-Rosenberg et al., 1990). 

2) Zytokingene: Die Expression dieser Gene (z.B. 
lnterleukin-2, CSF = "Colony stimulating factor", 
Inter ferone) dient der Aktivierung des Immunsystems , 
damit dieses die Tumorzellen als fremd erkennt und sie 
abstoSt . 

3) Gene, die fiir sog. "Hilfsproteine" oder "co- 
stimulatorische Molekule" kodieren: Jungste Erkenntnisse 
der Immunologie haben gezeigt, daS eine effiziente 
Stimulierung von T-Zellen sowohl die Aktivierung des 
T-Zellrezeptors als auch die Aktivierung eines zweiten 
Rezeptors auf der T-Zelle durch ein Molekul auf der 
Oberflache der Antigen prasentierenden Zelle erfordert 
(Jenkins und Johnson, 1993). Das Paar B7/CD28 stellt eine 
solche Einheit co-stimulierender Molekule dar . Die 
Expression von B7 auf Melanomzellen stimuliert eine 
Immunabwehr von normalerweise nicht immunogenen Zellen 
(Baskar et al . , 1993; Chen et al . , 1992; Townsend und 
Allison, 1993, Schwartz, 1992). Das " Hi tzestabile 
Antigen" HSA ( "heat stable antigen"), das u. a. von 
dendri tischen Zellen und von Milz-B-Zel len exprirr.iert 
wird, zeigt ebenfails co-stimulierende Aktivitat : Liu et 
al., 1992a und 1992b) und durfte bei der Forderung des 
T-Zeli wachstums rrtx t 37 zusammenwi rken . Eine der 
Eigenschaf ten von co-stimulatorischen Molekuien wie B7 
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diirfte darin bestehen, daB sie den Tumorzellen 
Eigenschaf ten von Antigen prasentierenden Zellen 
verleihen . 

Mit der durch die Transfektion der Tumorzellen mit einem 
Gen aus einer dieser Gruppen bewirkten krebsspezif ischen 
Immunantwort soli erreicht werden, daB nach Entfernung 
des Tumors Mikrometastasen , die bis heute klinisch nicht 
nachweisbar sind und chirurgisch nicht entfernt werden 
konnen, zerstdrt werden, urn ein spateres Wiederauf treten 
von Krebs zu verhindern. 

Eine Therapie auf Basis von Krebsvakzinen stellt - im 
Gegensatz zur unspezif ischen Stimulation des Immunsystems 
- eine aktiv-spezif ische Immuntherapie mit Impf stof f en 
aus inaktivierten, mbglichst patienteneigenen Tumorzellen 
Oder Teiien davon dar, wodurch das Immunsystem des 
Patienten gezielt gegen Antigene des individuellen Tumors 
oder zumindest desselben Tumor typs mobilisiert wird . 

Nachdem sich gezeigt hatte, daB eine Inaktivierung der 
Tumorzellen eine Verminderung der Immunantwort bewirken 
kann, wurden in jungster Zeit Krebsvakzine entwickelt, 
die aus lebensf ahigen Tumorzellen bestehen (Rosenberg et 
al., 1992). Es ist jedoch aus Sicherheitsgrlinden ein 
Impf stof f auf der Grundlage nicht mehr tei lungs fahiger 
Zellen erstrebenswert , die eine begrenzte Lebensdauer 
haben . 

Einer der kritischen Schritte bei der Herstellung von 
Krebsvakzinen ist der Gentransfer in die Zellen, die das 
Vakzin bzw. einen Bestandteil davon darstellen. 

Die bisher fur den Transfer von Genen in die Zelle, u.a. 
im Rahmen der Anwendung von Krebsvakzinen, am weitesten 
f ortgeschri ttene Technik benutzt rekombinante retrovirale 
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Vektoren; eine soiche Methode wurde klirzlich von 
Rosenberg e: al . , 1992, vorgeschlagen. Die Verwer.dung von 
Retroviren ist jedoch problemarisch , well sie, zu."indest 
zu einem geringen Prozentsatz, die Gefahr von 
Nebenwirkungen, wie Infektion mit dem Virus, in sich 
birgt. Daruber hinaus konnen Retroviren nur sich teilende 
Zellen transduzieren. AuSerdem sind diese Vektoren, wie 
auch die als Alternative zum retroviralen System 
vorgeschlagenen rekombinanten Adenoviren, Beschrankungen, 
und zwar hinsichtlich der GroSe und Konstruktion der zu 
trans ferierenden DN T A , unterworfen. 

Klirzlich wurde in mehreren Arbeiten der Einsatz von 
nicht-rekombinanten Adenoviren aufgrund der Fahigkeit 
dieser Viren, den Inhalt von Endosomen freisetzen zu 
konnen, fur den Gentransfer mit DNA-Komplexen mittels 
Rezeptor-vermittelter Endozytose vorgeschlagen. Der 
Einsatz von Adenoviren bewirkt eine Steigerung der 
Effizienz des Gentransf ers , indem der Abbau der in die 
Zelle internalisierten DNA-Komplexe in den Lysosomen 
vermieden wird ( Curiel et al., 1991; Curiel et al . , 
1992a; Zatloukal et al., 1992; Cotten et al. , 1992; 
Wagner et al . , 1992; Curiel et al . , 1992b). U.a. wurde 
vorgeschlagen, die Adenoviren durch Bindung an Polylysin 
zu mod if izieren . Die Adenovirus -Polylys in -Konj ugate 
konnen zusammen mit Konjugaten aus Transf errin-Polylysin 
mit DNA komplexiert werden, wobei tern&re Transferrin- 
Poly ly sin/ Adenovirus -Polylysin/DNA-Komplexe entstehen 
(Wagner et al . , 1992). Die Komplexe binden an 
Transferrin- und Adenovirusrezeptoren auf den Zielzellen. 
Nach der Endozytose bewirkt das Adenovirus den Aufbruch 
von Endosomen, das hat die Freisetzung des Materials vom 
Endosom ins Zytoplasma zur Folge. Die DN'A kann daraufhin 
in den Zellkern eintreten, wo das Gen exprimiert wird, 
uberwiegend von episomal iokaiisierter DN'A. Diese Technik 
hat gegeniiber den konventionellen viralen unc nicht- 
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viralen Gentransfermethoden folgende Vorteile: Da in 
diesem Zusammenhang das Adenovirus nur als Mittel fur di 
Freisetzung der Transf ektionskomplexe aus dem Endosom 
fungiert, kann das Virus mit Hilfe von genetischen 
und/oder chemischen, gegebenenf alls in Kombination mit 
physikalischen Methoden inaktiviert werden, was die 
Sicherheit gegenuber konventionellen viralen Techniken 
erhbht (Cotten et al . , 1992). Ferner wird das 
Genkonstrukt an der AuSenseite des Virus transportiert; 
es ist nicht Teil des Virusgenoms. Daher mussen keine 
viralen Vektoren hergestellt werden, und es gibt nahezu 
keine Beschrankungen hinsichtlich GroSe und Sequenz der 
transport ierten DNA . 

Ein weiterer Vorteil des rezeptorvermittelten 
Gentransfers liegt in der Breite der Anwendbarkeit 
hinsichtlich der Zielzellen. So konnnen Komplexe, 
enthaltend Transferrin- und Adenoviruskonj ugate iiber 
Trans ferrin- und/oder Adenovirusrezeptoren auf genommen 
werden konnen. Statt Transferrin konnen auch andere 
Liganden, spezifisch fur bestimmte Zellpopulationen , 
verwendet werden, fur Melanomzellen hat sich z.B. LDL als 
sehr geeignet erwiesen. Es konnen mit Hilfe dieses 
Systems hohe Werte fiir die Genexpression in vielen 
Zelltypen erhalten werden (10 - lOOfach hoher als fur 
retroviral transf izierte Zellen ( Lotze et al . , 1992; 
Rosenberg et al . , 1992) oder fur mittels CaP0 4 Co- 
Prazipitation erhaltene stabil transf izierte Zellen 
( Fearon et al . , 1990)). Ferner konnen Vielf achkopien des 
Genkonstrukts in die Zellen transportiert werden. Es 
konnen teilende und nicht- teilende Zellen transfiziert 
werden. Die Expression der in die Zelle transportierten 
DNA halt uber mehrere Monate in konfluenten 
( wachstumsarretierten ) Zellkulturen an f Zatloukal et al . , 
1992 ) . 
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Neben Adeno- und anderen Viren bzw. Virusf ragmenren 
besitzen aucr. bestimmte Peptide die Eigenschaft, 
Endosomen aufbrechen zu konnen. Derartige Peptide, die 
auch ais "encosomolytische " Oder "fusogene" Peptide 
bezeichnet werden, wurden ebenfalis eingesetzt, urn beim 
Gentransfer nitteis rezeptorvermitteiter Endozytose eine 
Steigerung der Genexpression herbeizuf uhren. Der Einsatz 
solcher Peptide fiir den Gentransfer ist in der 
WO 93/07283 beschrieben. 

Die mit dem Adenovirus dl312 durchgef uhrten Versuche 
haben Toxizitatsprobleme aufgezeigt; der 

Repiikationsdefekt des Virus, der auf einen Defekt in der 
ElA-Region zuruckzuf iihren ist, konnte von den 
transf izierten Zellen teilweise umgangen werden, der 
Defekt ist also "undicht" . Dariiberhinaus war die Ausbeute 
an Virus in den Verpackungszellinien, die verfugbar sind, 
urn die Defekte von Ad5 dl312 zu komplementieren, nicht 
bef riedigend . 

Der voriiegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren zur Herstellung von Krebsvakzinen auf der 
Grundiage eines verbesserten Gentransf ersystems 
bereitzustelien . 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 
Herstellung von Krebsvakzinen, die autologe Tumorzellen 
enthalten. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet , daB 
man Tumorzellen oder Fibroblasten kultiviert und die 
kultivierten Zellen ex vivo mit einer Zusammensetzung 
transf iziert , die folgende Komponenten enthalt: 

ai j ein DN'A-Molekul , das eine oder mehrere in der Zelle 
exprimierbare Sequenzen enthalt, die fur ein oder 
mehrere , gieiche oder verschiedene , 
immunstimulierende Polypeptide kodieren, oder 
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mehrere DNA-Molekule , enthaltend fur verschiedene 
immunstirnulier snde Polypeptide kodierer.de Sequenzen, 

aii ) gegebenenf ails ein weiteres DNA-Moiekiil, das frei 
ist von Sequenzen, die fur ein in der zu 
transf izierenden Zelle funktionell aktives 
Polypeptid kodiert ; 

b) ein Konjugat zwischen einem DN T A-bindenden Molekul 
und einem endosomolytisch wirkenden Mittel, 
ausgewahlt aus der Gruppe 

i) Adenovirus, das eine Mutation zumindest in der 
E4 -Region aufweist, 

ii ) Adenovirus, das neben einem Effekt in der E1A- 
Region einen oder mehrere weitere genetische Defekte 
aufweist , oder 

iii ) endosomolytisch wirkendes Pep t id ; 
gegebenf alls 

c) ein DNA-bindendes Molekul, vorzugsweise 
koniugiert mit einem Internalisierungsf aktor , der an 
ein Oberf lachenmolekul der zu transf izierenden 
Zellen bindet und in diese internalisiert wird, 

wobei die Komponenten b) und c) mit der in a) definierten 
DNA einen im wesentlichen elektroneutralen Komplex 
bilden, daB man die transf izierten Zellen derart 
inaktiviert, daB sie unter Beibehaltung ihrer Fahigkeit 
zur Expression der in ai ) definierten DNA ihre Fahigkeit 
zur Teilung verlieren, wobei man im Falle der 
Transfektion von Fibroblasten diese mit nicht- 
transf izierten sowie inaktivierten Tumorzelien mischt , 
und da8 man die Zei ipopulation gegebenenf alls mit 
pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und Tragerstof fen 
mischt . 
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Das in b) definierre Konjugat wird im folgenden als 
" endosomolytisches Kon j ugat " bezeichnet . 

Die nach dem erfindungsgemaSen Verfahren erhaltlichen 
Krebsvakzine enthalten gegenuber den von Rosenberg 
et al • > 1992, vorgeschlagenen Krebsvakzinen inaktivierte 
Tumorzellen, die iiberraschenderweise trotz der 
Bestrahlung hinsichtlich der von ihnen ausgelosten 
Immunantwort voll wirksam sind. Dies ist vermutlich 
darauf zuruckzufiihren, dafi aufgrund der hohen 
Expressionsraten der immunstimulierenden Gene in den 
transf izierten Zellen eine durch die Inaktivierung der 
Zeilen bewirkte Verminderung bzw. einen Verlust der 
Antigenizitat zumindest teilweise kompensiert wird. 

Als Ausgangsmaterial fur Tumorvakzine, die individuell 
fur jeden einzelnen Patienten hergestellt werden, dienen 
autologe Tumorzellen, gegebenenf alls in Mischung mit 
Fibroblasten. Die Fibroblasten konnen ebenfalls autologe 
Zellen sein, es ist aber auch moglich, Zellen einer 
Fibroblastenzellinie einzusetzen, wodurch die 
Notwendigkeit wegfallt, in jedem einzelnen Fall eine 
individuelle Fibroblastenkuitur herstellen zu miissen, was 
mehrere Wochen erf ordert . 

Zunachst werden Tumorzellen und/oder Fibroblasten aus 
Gewebsproben des zu behandelnden Individuums isoliert. 
Die Methoden dazu sind dem Fachmann bekannt . Primare 
Melanomzellen konnen z. B. am einfachsten aus 
Lymphknotenmetastasen isoliert werden, indem die 
Metastasen chirurgisch entfernt und unter sterilen 
Bedingungen mechanisch und gegebenenf alls zusatzlich 
enzymat isch cissoziiert werden. 

Die Isolierung aus Primarturr.oren ist im allgemeinen 
schwieriger, vor ailem im Fall vcn kleineren Tumoren. 
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Dabei wird beispielsweise im Fall von Melanomen so 
vorgegangen, daB die Tumore chirurgisch entfernt, 
mechanisch zerkleinert und zusatzlich enzymatisch 
dissoziiert werden. Bekannte Vorschrif ten fiir die 
Dissoziierung, nach denen vorgegangen werden kann, wenden 
Collagenase, DNAse und Hyaluronidase an. 

Die Isolierung aus anderen Tumoren kann nach demselben 
Prinzip erfolgen, in Abhangigkeit vom umgebenden Gewebe 
werden die Methoden zur Isolierung und Dissoziierung 
variiert. Fur Isolierung und Kultur von Tumorzellen 
konnen literaturbekannte Methoden angewendet werden, wie 
sie z.B. dem Fachbuch "Human Cancer in Primary Culture", 
Hsg. John R.W. Masters, 1991, entnehmbar sind. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden 
die Genkonstrukte statt in Krebszellen in primare 
Fibroblasten eingebracht, die dann mit den nicht- 
transf izierten bestrahlten Krebszellen, die Tumorantigene 
tragen, vermischt werden ( Fakhrai et al . , 1992). Der 
Vorteil dieser Ausf uhrungsf orm besteht darin, daB 
Fibroblasten leicht und in groBen Mengen vom Patienten 
erhalten werden konnen, was vor allem von Bedeutung ist, 
wenn kleinere Tumore vorliegen und damit eine geringere 
Zahl von Tumorzellen vorhanden ist, und daB der 
Gentransf er in autologe primare Fibroblasten leicht er 
standardisiert werden kann als die Transfektion in 
primare Krebszell isolate von verschiedenen Patienten . Ein 
weiterer Vorteil dieser Ausf uhrungsf orm besteht darin , 
daB die Tumorzellen nicht uber langere Zeit kultiviert 
werden mussen, womit ihr antigenes Spektrum, das durch 
die Kultivierung teilweise verloren gehen kann , erhalten 
bleibt. Damit wird auSerdem der mit der Kultivierung von 
Tumorzellen verbundene Nachteil vermieden, daQ einzelne 
Populationen , z.B. Fibroblasten. gi^ im T \: morisolat zu 
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einem geringen Anteil enthalten sind, Oder Tumorzellklone 
die Kultur iiberwact^sen . 

Fibroblasten werden nach bekannten Methoden aus 
Hautbiopsien isoliert und kultiviert. Derartige Methoden 
wurden z.B. von Jones, 1989; Freshney, 1987; und Sly und 
Grubb, 1979, beschrieben 

Nach der Kultivierung werden die Zellen mit dem 
Transf ektionsmedium , das die Komplexe mit den Komponenten 
a) bis c) enthalt, behandelt. Im allgemeinen wird eine 
gleichzeitige Verabreichung von Konjugat b) und dem 
Komplex zwischen DNA und Internalisierungsf aktor-Konj ugat 
bevorzugt. Urn die Genexpression zu verstarken, kdnnen die 
Komplexe auch wiederholt angewendet werden. 

Nach der Transfektion werden die Zellen von 
uberschiissigem Medium, das Transf ektionskomplexe 
beinhaltet, befreit, mit frischem Kulturmedium gewaschen 
und beliebig weiter kultiviert. 

Die Inaktivierung der Tumorzellen bzw. der Fibroblasten, 
die vorzugsweise in gleicher Weise wie die transf izierten 
Fibroblasten inaktiviert werden, kann mit an sich 
bekannten Methoden, z.B. physikalischen Methoden, wie 
Behandlung mittels Rontgen- oder Gammastrahlung , und/oder 
mittels chemischer Behandlung mit Mitosehemmern, z.B. mit 
Mitomycin C, erfolgen. Geeignet sind Substanzen, die die 
DNA-Replikation blockieren oder sog. "Spindelgif te" , das 
sind Substanzen, die die Mitosespindel hemmen . 

Die geeignete Inakt ivierungsdosis kann ermittelt werden, 
indem z.B. bei verschiedenen Strahlendosierungen bzw. 
Konzentrat ionen des chemischen Inaktivierungsmittels 
und/oder unterschiedlicher Behandlungsdauer einerseits 
der ^H-Thymidineinbau in die Zellen oder ihre 
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Proliferationsrate und andererseits die expression des 
Fremdgens bestimmt wird . 

Durch die Bestrahiung der transfizierten Zellen und ihrer 
damit begrenzten Lebenszeit werden etwaige 
Langzeitnebenwirkungen vermindert. Es wird eine 
temporare, durch die Gendosis f estgelegte , zeitlich 
begrenzte Genexpression erzielt. Im Zuge der 
durchgef uhrten Versuche wurde f estgestellt , da8 eine 
Gammastrahlendosis bis zu 100 Gy die Expression der 
transfizierten Genkonstrukte nicht vermindert. 

Vorzugsweise werden die transfizierten Fibroblasten 
ebenfalls inaktiviert. Mit dieser MaBnahme wird eine bei 
der Transfektion und/oder Kultur etwa erworbene 
Tumorigenitat ausgeschaltet . 

In dem Verfahren zur Herstellung der Krebsvakzine wird 
bevorzugt ein Einfrieren der Zellen unter kontrollierten 
Bedingungen und unter Zusatz von Substanzen, die 
Gef rierschaden an den Zellen vermeiden 

( "kryoprotectants " ) , z.B. Dimethylsulf oxid ( DMS0 ) , als 
Zwischenschritt eingeschaltet . Der Gef rierschritt kann 
prinzipiell an beliebiger Stelie des Verfahrens 
vorgesehen sein, z.B. vor der Transfektion der 
kultivierten Zellen, oder auch nach der Transfektion, ein 
Einfrieren ist aber auch als letzter Schritt, also nach 
der Bestrahiung der Zellen und unmittelbar vor der 
Verabreichung des Vakzins, mbglich. Durch das Einfrieren 
wird ein Vorrat an fur die Transfektion bereiten bzw. 
bereits transfizierten Zellen verfiigbar, der dann in 
Aiiquots die Pert igstellung der Tumorvakzine erleichtert. 
ZweckmaBig ist ein Gef rierpraparat , das zwischengelagert 
werden kann und vor der Anwendung nur noch einer 
Auf here i rung . gegebenenf alls einschliefilich Bestrahiung , 
unter zogen werden muB. 



WO 94/21808 




PCT7EP94/00859 



Es ist in jedem Fall erf orderlich, vor der Verabreichung 
der Tumorvakzine die Zeiien von Gef r ierschutzzusatzen zu 
reinigen . 

Die nach dem erf indungsgemaSen Verfahren in vitro 
hergestellten Krebsvakzine werden dem Patienren 
verabreicht, urn eine systemische, tumorspezif ische 
Immunantwort auszuldsen oder zu reaktivieren. 

Die Menge an Tumorzellen pro Immunisierung liegt im 
Grofienordnungsbereich von 10 5 - 10 7 Zellen. Fur die 
Ausf iihrungsform, in der Fibrobiasten kultiviert und 
transfiziert werden, liegt die Zahl an beigemischten 
Fibrobiasten etwa in demselben Bereich, kann jedcch 
gegebenenf alls bis zu ca. 1/100 der Zellzahl verringert 
werden . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde in einem 
Mausmodell untersucht, wie lange nach der Injektion vcn 
gentechnisch veranderten Melanomzellen, den 
Krebsvakzinen, diese Zellen an der Inj ektionsstelle 
nachweisbar sind. Ferner wurde untersucht, ob es zu einer 
Verteilung dieser Zellen im Blut oder in verschiedenen 
Organen kommt . Der Nachweis wurde anhand von Polymerase 
Ketten Reaktionen durchgef uhrt . Bei der Aufbereitung der 
Krebsvakzine wurden die Zellen mit Interleukin-2 Plasmid- 
DNA transfiziert, Mit spezifischen Primern wurden IL-2- 
und Adenovirus-DNA Fragmente als Marker fur die 
gentechnisch veranderten Melanomzellen aus den 
verschiedenen Gewebeproben detektiert . 

Die Untersuchungen an der Immunis ierungs stel le zeigter. , 
daB die verabreichten, aus gentechnisch veranderten 
Melanomzellen bestehenden Krebsvakzine nach der Injektion 
mnerhaib weniger Tage elimmiert wurden. In der akuten 
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Phase des Zeilabbaus, 2 Tage nach der Immunisierung, 
wurde gezeigt, daB kerne Ubertragung der rekombinanten 
IL-2 DNA oder Adenovirus DNA auf das Blut, Korperorgane 
oder in die Keimzellen erfolgte. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt 
Transf ektionskomplexe , bestehend aus DNA , enthaltend eine 
oder mehrere fur ein immunstimulierendes Polypeptid 
kodierende Sequenzen, einem DNA-bindenden Molekul, das 
vorzugsweise mit einem Internaiisierungsf aktor fur 
Tumorzeilen und/oder Fibrobiasten konjugiert ist, 
insbesondere Polylysin, und einem endosomolytischen 
Konjugat aus einem DNA-bindenden Molekul und dem oben 
definierten Adenovirus oder einem Peptid, wobei das DNA- 
bindende Molekul c) und der DNA-bindende Anteil des 
Konjugats b) an die DNA gebunden sind. 

Es wurde festgestellt, daB mit Hilfe der 

erf indungsgemaSen Komplexe ein effizienter Gentransfer in 
primare humane Melanomzellen und primare humane 
Fibrobiasten mbglich ist, daS transf izierte 
Mausmelanomzellen bis zu 24.000 Einheiten IL-2 pro 
1 x 10^ Zellen pro 24 h produzierten , was mindestens 
30 x mehr ist als die Werte, die mit anderen viralen 
( Lotze et al., 1992; Rosenberg et al . , 1992) oder nicht- 
viralen ( Fearon et al . , 1990) Gentransf ertechniken 
erhalten wurden, daS eine Bestrahlung von bis zu 100 Gy 
die Expression der transf izierten Genkonstrukte nicht 
vermindert. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde in 
einem Mausmodell die Wirkung eines Maus-Melanomvakzins 
gezeigt, das eine systemische Immunantwort in 
immunisierten Mausen mduziert und die Tiere nach 
Verabreichung von tumorigenen Dosen von Melanomzellen vor 
einer Entwicklung von Tumoren schutzt. Ferner konnte im 
Tiermodell die Wirksamkeit eines Melanomvakzins gegen 
Metastasenbildung gezeigt warden. 
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Das DNA-Molekul, definiert als Komponente ai ) , ist ein 
Plasmid , das erne fur ein immunstimulierendes Polypeptid , 
beispielsweise ein Zytokin , kodierende Sequenz in 
exprimierbarer Form enthalt . Unter " immunstinulierend" 
wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch die die 
Immunantwort verstarkende Eigenschaf t der sog . co- 
stimulierenden Molekule ( "co-stimulatory molecules " ) , 
wie B7 (Schwartz, 1992; Townsend und Allison, 1993) Oder 
Adhasionsmoiektile, z.B. HSAs ("heat stable antigens", 
Kay et al., 1990) Oder I CAM (Springer et al . , 1987) 
verstanden; ferner zahlen zu immunstimuiierenden 
Substanzen auch Fremdantigene (sog. "Neo-Antigene" ), 
z.B. virale Antigene. Die fur das immunstimulierende 
Polypeptid kodierende Sequenz steht in Verbindung mit 
regulatorischen Sequenzen, die eine mbglichst hohe 
Expression des immunmodulatorischen Polypeptids in den 
Zielzellen ermbglichen. Vorzugsweise werden starke 
Promotoren wie der CMV-Promotor (Boshart et al. f 1985) 
Oder der S- Aktin-Promotor (Gunning et al . , 1987) 
verwendet . Das geeignete Konstrukt kann in Vorversuchen 
durch Vergleich der Expressionswerte errcitteit werden. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird 
die fur Interleukin 2 (IL-2) kodierende Sequenz 
verwendet . 

Es konnen jedoch auch fiir andere Zytokine wie IL-4, 
IL-12, I FN- y , TNF-ct , GM-CSF kodierende DN'A-Sequenzen 
eingesetzt werden (Pardoll, 1992). Es kcnnen auch 
Kombinationen von Zytokinsequenzen eingesetzt werden, urn 
die immunstimulierende Wirkung zu verstarken, z.B. IL-2 + 
IFN-v , IL-2 + IL-4, IL-2 + TNF-a ocer TN'F-a - IFN-y. 
Vorzugsweise iiegen die fur zwei verschiedene Zytokine 
kodierenden Sequenzen auf getrennten Pissmiden vcr. Damit 
kann, wie z.B. in den erf indungsgemaB durchge f uhrten 
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Experimenten anhand von IL-2 und IFN-y gezeigt wurde, 
eine Feinabstufung der Zyrokinexpression erhalten werden, 
indem die M.engenverhaltnisse der beiden Piasmide variiert 
werden . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird ein 
DNA-Molekul eingesetzt, das eine oder mehrere fur ein co- 
stimulatorisches Molekul kodierende Sequenz(en) enthalt. 
In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist das co- 
stimulatorische Molekul das Hitzestabile Antigen (Heat 
Stable Antigen HSA ) . Eine die fur HSA kodierende Sequenz 
enthaltende DNA kann sowohl allein als auch in 
Kombination mit einer fur ein Zytokin, vorzugsweise 
IL-2, kodierenden DNA eingesetzt werden. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird ein 
DNA-Molekul eingesetzt, das eine Oder mehrere fur ein 
Neoantigen kodierende Sequenz(en) enthalt. In einer 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist das Neoantigen ein 
Virusprotein oder ein Fragment davon, beispielsweise das 
Rabies-Glykoprotein. Eine die fur das Virusprotein 
kodierende Sequenz enthaltende DNA kann sowohl allein als 
auch in Kombination mit einer fur ein Zytokin, 
vorzugsweise IL-2, kodierenden DNA eingesetzt werden. 

Hinsichtlich der GroSe des DNA-Konstrukts gibt es 
praktisch keine Limitierung, das zur Anwendung kommende 
Gentransf ersystem hat sich fur Konstrukte einer GroBe von 
48 kb als geeignet erwiesen ( Cotten et al . , 1992). 

Gegebenenf alls liegt die fur ein immunstimulierendes 
Polypeptid kodierende DNA, also die therapeutisch 
wirksame DNA , in Mischung mit einem in aii ) definierten 
DNA-Molekul vor, das als "Full-DNA" dient. Die Sequenz 
dieser DNA ist nicht kritisch, sie muB - neben den 
Anf orderungen an die Reinheit, hinsichtlich derer sie der 
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therapeutisch wirksamen DNA entsprechen muB - lediglich 
die Bedingung erfliilen, daB sie keine Sequenz enthalt, 
die fur ein in der Zelle funktioneil aktives Polypeptid 
kodiert. Die GroSe dieser DNA ist ebenfalls nicht 
kritisch, im ailgemeinen ist es zweckmaBig, daB sie in 
Bereich der GrbBenordnung des gentherapeutisch wirksamen 
DNA-Molektils liegt bzw. kleiner ist als diese. 

Diese Ful 1 -DNA kann, ausgehend von einer konstanten DN'A- 
Menge im Hinblick auf ein definiertes Verhaltnis der 
iibrigen Komplexpartner , verschieden groBe Anteile der 
therapeutisch wirksamen DNA ersetzen. Dies hat den 
Vorteil, daB man die therapeutische DNA-Dosis und damit 
die in der Zelle exprimierte Zytokinmenge variieren kann, 
ohne die anderen Parameter verandern zu miissen, was im 
Rahmen eines standardisierten 

Turmorvakzinherstellungsprozesses von groBem Inter esse 
ist. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt 
werden, daB die Menge des in der Zelle exprimierten Gens 
proportional zum Anteil an Full-DNA abnimmt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
vorliegenden Erfindung ist die verwendete Plasmid-DNA 
frei von Lipopolysacchariden. Es wurde uberraschend 
f estgestellt , daB die Expressionswerte betrachtlich 
erhoht sind, wenn die Plasmid-DNA weitestgehend frei ist 
von Lipopolysacchariden. Diese stellen eine haufige 
Verunreinigung von Plasmid-DNA dar, die im ailgemeinen in 
E.coli propagiert wird. Urn eine Entfernung von 
Lipopolysacchariden zu erzielen, kann entweder die DNA 
mit geeigneten Methoden gereinigt werden, z.3 durch eine 
Kombi nation chroma tographischer Methoder. einschlieSlilch 
Polymyxin-Chromatographie, oder es konnen, um auch 
Lipopolysaccharide zu erfassen, die gegebenenf alls aus 
dem Medium stammen, dem Transf ektionsmedium 
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Lipopolysaccharid-bindende Reagentien wie Polymyxin 
zugeserzt werden. 

Wenn die Zielzelie Rezeptoren fur das Adenovirus 
aufweist, durch die eine Internalisierung in einem fur 
die effizienre Expression der Fremd-DNA in der Zelle 
ausreichendem MaB gewahrleistet , kann es im Fall der 
Verwendung von Adenoviruskonj ugaten als Komponente b) 
geniigen, als Komponente c) ein nicht mit einem weiteren 
Internalisierungsf aktor konjugiertes DNA-bindendes 
Molekul einzusetzen; im allgemeinen handelt es sich dabe 
urn dasselbe Molekul wie das im Konjugat b) enthaltene, 
vorzugsweise wird Polylysin verwendet . Fur diese 
Ausf uhrungsf orm der Erfindung hat das Adenovirus selbst 
die Funktion des Internalisierungsf aktors , es ist in 
diesem Fall nicht erf orderlich, die DNA-bindende Substan 
mit einem weiteren Internalisierungsf aktor zu 
konj ugieren . 

Die DNA ist in der Ausf uhrungsf orm der Erfindung, in der 
c) eine nicht-kon j ugierte DNA-bindende Substanz ist, mit 
dem Konjugat b) komplexiert; die Komponente c) hat in 
diesem Fall in erster Linie die Funktion, eine 
Kompaktierung und damit eine erleichterte Aufnahme der 
Komplexe in die Zelle zu bewirken (Wagner et al . , 1991a) 
Fur bestimmte Anwendungsf alle , z. B. bei Verwendung 
kleiner DNA-Molekiile , kann ein nicht-kon j ugiertes DNA- 
bindendes Molekul als Komponente c) ganzlich entf alien. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist 
die als Komponente c) def inierte DNA-bindende Substanz 
mit einem Internalisierungsf aktor konjugiert . Diese 
Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung kommt vor 
allem dann zur Anwendung, wenn, im Fall der Verwenduung 
eines Adenoviruskonj ugats , die Zielzelie keine oder nur 
wenige Rezeptoren fiir das Adenovirus aufweist, z.B. bei 
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Verwendung eines Virus einer entfernten Spezies, Oder 
wenn als endosomolytisches Konjugat b) ein Peptidkon j ugat 
eingesetzt wird. In Gegenwart eines weiteren 
Internalisierungsfaktor-Konj ugats prof i tier en die Virus- 
Konjugate von der Internalisierungsf ahigkeit des 
Konjugats c), indem sie gemeinsam mit diesem an die 
Nukleinsaure komplexiert werden und als Bestandteil des 
so entstandenen Komplexes, im folgenden als 
" Kombinat ions -Komplex " Oder "ternarer Komplex" 
bezeichnet, in die Zelle aufgenommen werden. Ohne auf 
diese Theorie festgelegt sein zu wollen, werden die 
Kombinations-Komplexe von Zellen entweder durch Bindung 
an den fur den Internalisierungsf aktor spezifischen 
Oberf lachenrezeptor oder durch Bindung an den 
Virusrezeptor oder durch Bindung an beide Rezeptoren uber 
den Weg der Rezeptor-vermittelten Endozytose aufgenommen. 
Bei der Freisetzung der Viren aus den Endosomen wird auch 
die in den Komplexen enthaltene DNA in das Zytoplasma 
freigesetzt und entkommt dadurch dem lysosomalen Abbau. 

Die als c) bevorzugt enthaltenen Konjugate zwischen einem 
Internalisierungsf aktor und einer DNA-bindenden Substanz 
sind an sich bekannt. 

Unter Internalisierungsf aktor sind im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung Liganden oder Fragmente davon zu 
verstehen, die nach Bindung an eine Tumorzelle oder einen 
Fibroblasten uber Endozytose, vorzugsweise Rezeptor- 
vermittelte Endozytose, internalisiert werden, oder 
Faktoren, deren Bindung/Internalisierung uber Fusion mit 
Zellmembranelementen erf olgt . 

Beispiele fur Internalisierungsf aktoren sind die liganden 
Transferrin ( Klausner et al . , 1983), Asialoglykoproteine 
( wie Asialotransf errin , Asiaiorosomucoid oder 
Asialof etuin ) , ( Ashwell et al., 1982), Lectins 
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(Goldstein e: al . , 1980; Sharon, 1987), bzw. 
Substanzen, die Galaktose enthalten und uber den 
Asialoglykcproteinrezeptor internalisiert werden; 
mannosylierte Glykoproreine ( Stahl er al . , 1978), 
lysosomale Enzyme (Sly et al . , 1982), LDL (Goldstein 
et al., 1982), modif izierter LDL (Goldstein et al . , 
1979), Lipoproteine , die uber Rezeptoren in die Zelle 
auf genommen werden ( apo B100/LDL); virale Proteine; 
Antikorper (Mellman et al . , 1984; Kuhn et al . , 1982; 
Abrahamson et al., 1981) bzw. Fragmente davon gegen 
Zelloberf lachenantigene , z.B. anti-CD4, anti-CD7, 
anti-CD3; Zytokine wie Interleukin-1 (Mizel et al . , 
1987), Interleukin-2 (Smith et al . , 1985), TNF 
( Imamura et al . , 1987), Interferone (Anderson et al., 
1982); CSF ("Colony-stimulating Factor"), (Walker et al . , 
1987), Faktoren und Wachstumsf aktoren wie Insulin 
(Marshall, 1985), EGF ("Epidermal Growth Factor"), 
(Carpenter, 1984); PDGF ("Platelet-Derived Growth 
Factor"), (Heldin et al., 1982), TGFct (Massague et al., 
1986) und TGFS ("Transforming Growth Factors" a, B), 
HGF ( Hepatocyte Growth Factor (Nakamura et al . , 1989), 
Nervenwachsrumsf aktor ( Hosang et al . , 1987), Insulin- 
ahnlicher Wachstumsf aktor I ("Insulin-like Growth 
Factor"), (Schalch et al., 1986), LH, FSH (Ascoli 
et al., 1978), Wachstumshormon (Hizuka et al . , 1981), 
Prolactin ( Posner et al., 1982), Glucagon ( Asada-Kubota 
et al., 1983), Thyroidhormone (Cheng et al., 1980), 
a-2-Makroglobulin-Protease (Kaplan et al., 1979). Weitere 
Beispiele sind Immunglobuline oder Fragmente davon als 
Liganden fur den Fc-Rezeptor Oder Anti-Immunglobulin- 
Antikbrper, die an slgs ( "Surface Immunoglobulins" ) 
binden. Die Liganden konnen naturlichen oder 
synthetischen Ursprungs sein ( siehe Trends Pharmacol . 
Sci., 1989, und die darin zitierten Referenzen). 
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Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind als 
Internalisierungsf aktor Transferrin und EGF. 

Geeignete DNA-bindende Substanzen als Komponente c) 
( nicht-konjugiert Oder als Konj ugatbestandteil eines 
Internalisierungsf aktorkonj ugats ) bzw. als Bestandteil 
des Konj ugats b) sind z.B. homologe organische 
Polykationen wie Polylysin, Polyarginin, Polyornithin 
Oder heterologe Polykationen mit zwei oder mehr 
unterschiedlichen positiv geladenen Aminosauren, wobei 
diese Polykationen verschiedene Kettenlange aufweisen 
konnen, ferner nicht-peptidische synthetische 
Polykationen wie Polyethylenimin. Geeignete DNA-bindende 
Substanzen sind ferner naturliche DNA-bindende Proteine 
polykationischen Charakters wie Histone oder Protamine 
bzw. Analoge oder Fragmente davon, sowie Spermin oder 
Spermidine . 

Die Lange des Polykations ist nicht kritisch, sofern die 
Komplexe im wesentlichen elektroneutral sind. Wenn die 
DNA aus 6.000 bp und 12.000 negativen Ladungen besteht, 
kann die Menge an Polykation pro Mol DNA z.B. sein: 

60 Mol Polylysin 200 oder 

30 Mol Polylysin 400 oder 

120 Mol Polylysin 100, etc. 

Der Durchschnittsf achmann kann mittels einfacher 
Routineversuche andere Kombinationen von Polykationlange 
und molarer Menge auswahlen . 

Bevorzugt wird im Rahmen der vorliegenden Erfindur.a 
Polylysin eingesetzt, insbesondere mit einer Kettenlange 
von ca. 200 bis 300 Lysinen. 

Wenn zur Herstellung der Konjugate b) das DNA-bindende 
Molekul im Hinblick auf die Kopplung an das 
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endosomolytische Mittei, insbesondere das Virus, 
modifiziert wird, z.B. wenn Polylysin mit Streptavidin 
konjugiert wird, um an biotinyliertes Adenovirus gebunden 
zu werden, kann der Einfachheit halber das derart 
modifizierte DNA-bindende Molekiil als Komponente c) 
eingesetzt werden. Das bedeutet in der Praxis, daB bei 
der Herstellung von Polylysin-Streptavidin/Biotin- 
Adenovirus-Kon j ugaten ein UberschuB an Polylysin- 
Streptavidin eingesetzt wird, der die Funktion der 
Komponente c) ubernimmt. 

Die Internaiisierungsf ak tor- Polykation-Kon jugate kbnnen 
auf chemischem Oder, fails das Polykation ein Polypeptid 
ist, auf rekombinantem Weg hergestellt werden, bezuglich 
der Herstellungsmethoden wird auf die Offenbarung der 
EP 388 758 Bezug genonunen. 

Die Kon jugate konnen auch nach der von Wagner et al. , 
1991b, beschriebenen Methode hergestellt werden, indem 
ein Glykoprotein, z.B. Transferrin, und das DNA-bindende 
Molekiil, insbesondere Polylysin, uber eine Oder mehrere 
Kohlenhydratketten des Glykoproteins miteinander 
verbunden werden. 

Bevorzugt enthalt ein Adenoviruskonj ugat b) ein 
Adenovirus mit einem Defekt in der E4-Region. Derartige 
Adenoviren wurden von Bridge und Ketner, 1989, 
beschrieben. Die Funktion der in der komplexen E4-Region 
kodierten Proteine ist erst teilweise aufgeklart. Bisher 
ist bekannt, daB die E4-Region, wie die Elb-Region, fur 
den Ubergang zwischen dem friihen und dem spaten 
Genexpressionsprogramm des Virus und fur das Abschalten 
der Wirtsproteinsynthese wesentiich ist, ferner fur die 
Virusreplikation und den Virionzusammenbau. Es gibt 
24 E4-mRNAs, bisher wurden sieben offene Leserahmen 
identi f iziert , wobei angenommen wird, daB die Leserahmen 
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3 und 6 in erster Linie fur den E4-?hanctyp 
verantwortlich sein durften. Eine sehr wichtige Funktion 
hat das Genprodukt des offenen Leserahmens ORF 6/7. 
Dieses Protein bindet wahrscheinlich den zellularen 
Transkriptionsf aktor E2F, womit er zurn hochspezif ischen 
adenoviralen Transkriptionsf aktor wird. Es wurde 
uberraschend f estgestellt , daS ein Adenovirus, das einen 
Defekt in der E4-Region hat, als Bestandteil eines 
Gentransf ersystems auf der Grundlage der Rezeptor- 
vermittelten Endozytose, bei dem das Adenovirus die 
Funktion eines die Endosomen auf brechenden Mitteis hat, 
bei der Anwendung auf Tumorzellen geringe Toxizitat bei 
gieichzeitig hoher Gentransportef f izienz aufweist. 

Aus den von Bridge und Ketner beschriebenen Adenoviren 
wurde die Mutante dll014, die einen intakten ORF 4 
besitzt, in der jedoch ORF 3 und ORF 6 sowie ORF 6/7 
defekt sind, aufgrund ihrer Eigenschaft ausgewahlt, daS 
sie in der Synthese viraler Proteine am starksten 
beeintrachtigt ist. Da die Funktionen der in E4 kodierten 
Virusproteine noch nicht zur Ganze aufgeklart sind, kann 
zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht definiert werden, in 
welchen Leserahmen die Mutationen gesetzt werden miissen, 
urn den gewunschten Effekt zu erzielen. Weitere auSer der 
Mutante dil014 geeignete Mutanten konnen empirisch 
ermittelt werden, indem E4-Mutanten, wie von Bridge und 
Ketner beschrieben, hergestellt und in standardisierten 
Transf ektions- und Zytotoxizitatsexperimenten, wie sie in 
den Beispieien beschrieben sind, getestet werden. Fur die 
orientierenden Transf ektionstests kann zunachst statt des 
Zytokingens ein Reportergen verwendet werden. Mutanten, 
die vergleichbare Genexpressions- und Zytotoxizitatswerte 
bringen wie dl!014 bzw. dil014 sogar uberiegen sind, sind 
im Rahmen der vcriiegenden Erfindung als Bestandteile des 
Transf ektionskomplexes geeignet, sofern sie ferner die 
Anforderung erfullen, daB die Viren, wie z.B. dlI014 in 
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der Zeliinie W162, in einer den E4-Defekt 
komplementierenden Zeliinie zu hchen Titern gezuchtet 
werden kdnnen . 

Alternativ zum Adenovirus mit einem E4-Def ekt kann auch 
ein Adenovirus mit einem Defekt in der Ela-Region 
eingesetzt werden, das zusatzlich zu dem Ela-Defekt einen 
oder mehrere weitere Gendefekte aufweist, der/die mit 
chemischen, chemisch/physikalischen oder genet ischen 
Methoden gesetzt wurde( n ) . 

Die mit Hilfe von chemischen oder physikalisch/chemischen 
Methoden gesetzten Defekte sind keine gezielten Defekte, 
sondern kbnnen uber das ganze Virusgenom verstreut sein. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich u.a. eine 
Adenovirus-Mutante der Bezeichnung dl312 (Jones und 
Shenk, 1979), die mit 8-Methoxypsoralen/UV inaktiviert 
worden war, als fur die Herstellung von Krebsvakzinen 
geeignet gezeigt. 

Andere geeignete Ela-Mutanten kdnnen nach 
literaturbekannten Methoden hergestellt, zusatzlich mit 
verschiedenen Inaktivierungsmethoden und /oder -dosen 
behandelt und, wie fur E4-Mutanten beschrieben, ihre 
Eignung zur Herstellung von Tumorvakzinen als Bestandteil 
der Transf ektionskomplexe getestet werden. 

Alternativ zu 8 -Methoxypsoralen konnen andere 
Psoralenderivate eingesetzt werden, z.B. 4 ' - Aminomethy 1 - 
4 , 5 ' , 8- trimethylpsoralen , von dem festgestelit wurde , da£ 
es sich fiir die Inaktivierung von Adenoviren im Hinbl ick 
auf der en Anwendung fur den Gentrans f er eigne t . 
(Psoralenderxvate haben die Fahigkeit, in die DNA 
interkalieren zu konnen und nach Bestrahlunq mit UV von 
365 nm kovalente Interstrang- und Intrastrang -Addukte mit 
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der Virus-DNA zu bilden (Hanson, 1992). Diese Addukte 
inaktivieren die betrcffenen Genabschnirte und blcckieren 
dadurch die Genf unktionen, z.B. die Virustranskription 
und -replikation. ) Es wurde f estgestellt , daB einer 
Reduktion der Virusrepiikation urn mehr ais 5 log 
(bestimmt mittels CPE-Assay) und einer Reduktion der 
Virusrepiikation urn mehr als 7 log (bestimmt mittels 
Plaque-Assay) einer Reduktion der Gentrans f ervers tarkung 
um nur eine halbe Zehnerpotenz gegenubersteht (Cotten 
et al. , 1992 ) . 

Im Hinblick auf die bei der Herstellung von Arzneimitteln 
generell und bei der Herstellung von Tumorvakzinen im 
besonderen angestrebte groBtmogiiche 

Standardisierbarkeit , die sich auf alle Komponenten bzw. 
Verf ahrensparameter erstreckt, also auch auf die 
eingesetzten Viren, wird vorteilhaf terweise ein Virus 
eingesetzt, das mbglichst nach einer standardisierbaren 
Methode inaktiviert wurde. Die Anforderung an die 
Standardisierbarkeit wird vor allem von chemischen 
Inaktivierungsmethoden erfiillt, die diesbezuglich den 
chemisch/physikalischen Methoden uberlegen sind. Ein 
Beispiel fur eine chemische Inaktivierungsmethode ist die 
Inaktivierung mit B-Propiolacton ( Morgeaux et al . , 1993; 
De Shu et al., 1986; Budowsky und Zalesskaya, 1991). 
Diese Methode hat den Vorteil, daB aufgrund der 
Instability des Inaktivierungsmittels in wasserigen 
Losungen eine Reinigung von nicht-reagiertem Reagens 
entfallt. AuSerdem erfordert diese Inaktivierungsmethode 
keine UV-Behandlung , was im Hinblick auf 

Standardisierbarkeit ebenfalls vorteilhaf t ist. Es wurde 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung f estgestellt , daB 
die Behandlung von Adenovirus mit zwei Aliquots 
0.3 % 6- Prop 10I acton wahrend 4 h bei Raum temper at ur einen 
Abfail des Virus titers um 5 log hervorruft, was mit der 
mittels 8-Methoxypsoralen erzieiten Inaktivierung 



WO 94/21808 



25 



PCT/EP94/00859 



vergleichbar ist. Die DNA-Transportaktivitat wird bei 
mittleren Dosen von |3-Propiolacton (0.3 %) beibehalten, 
wahrend die Behandlung mit 1 % 3-Propioiacton einen 
betrachtlichen Ruckgang dieser Fahigkeit hervorruft. Die 
Analyse der Genexpression vom inaktivierten Virus zeigte, 
daS sowohl die Psoralenderivate als auch (3-PropioIacton 
die Virusgenexpression (Ela und E3 ) im selben AusmaS 
biockieren. Der empf indlichere Plaque-Assay erwies 
jedoch, daB die Psoralenbehandlung das Virus urn mehr als 
7 log inaktiviert, wobei bei den hochsten Virusdosen 
keine Plaques beobachtet wurden. Im Gegensatz dazu rief 
[3-Propiolacton-Inaktivierung nur einen Abfall im 
Virustiter urn 5 log hervor, wobei bei hoheren Virusdosen 
Plaques beobachtbar waren. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird 
somit ein Virus eingesetzt, das mittels ausschlieSlich 
chemischer Methoden inaktiviert ist, vorzugsweise mittels 
(3-Propiolacton . 

Die Eignung einer Methode zur Inaktivierung von Viren im 
Hinblick deren Verwendung fur den Gentransfer, 
insbesondere fur die erf indungsgemaBen Tumorvakzine, kann 
in Vorversuchen, wie sie in den Beispielen fur die 
Inaktivierung von Adenoviren mit 8-Methoxypsoralen/UV, 
4 ' -Aminomethyl-4 , 5 " , 8-trimethylpsoralen/UV und 
6-Propiolacton illustriert sind, ermittelt werden. Dabei 
wird z.B. die Effizienz der Virusinaktivierung durch 
Bestimmung des Virustiters und/oder mittels des 
empf indlicheren Plaque-Assays bestimmt und dariiberhinaus 
die Fahigkeit des Virus zur Verstarkung des Rezeptor- 
vermittelten Gentransfers anhand ernes Reportergens 
getestet. Urn festzustellen, wo am Virusgenom die 
Inaktivierungsmethode greift, d.h. v/elche Abschnirte 
zerstort werden, konr.en mit DNA-Soncen 

Hybridisierungsversuche durchgefuhrt werden, mit cenen 
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die Viren auf das Vorhandensein der entsprechenden 
Transkripte untersucht werden. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung wurden nach diesem Prinzip mehrere 
Inaktivierungsmethoden daraufhin getestet, ob sie die 
Virusreplikations- und Transkriptionsf unktionen zu 
blockieren vermdgen. Geeignet ist eine 

Inaktivierungsmethode dann, wenn sie Adenoviruspartikel 
liefert, die die fur die DNA-Transportf unktion nutzliche 
endosomolytische Aktivitat, die eine Funktion des 
Viruskapsids ist, noch besitzen, wahrend ihnen die 
Fahigkeit zur Virusgenexpression oder Replikation, welche 
unerwunschte Veranderungen in der Zelle hervorrufen 
konnten, fehlt. Es wurde f estgestellt , daB die Behandlung 
von Adenovirus mit 8-Methoxypsoralen oder mir 
4 * -Aminomethyl-4 , 5 * , 8-trimethylpsoralen , jeweils gef olgt 
von einer 25 minutigen UVA-Bestrahlung, ebenso wie die 
Behandlung mit 2 x 0.3 % (3-Propiolacton Viruspartikel 
liefert, die die Fahigkeit zur Verstarkung des 
effizienten DNA-Transports beibehalten. Mittels CPE 
( Zytopathischer Endpunktassay ) wurde f estgestellt , daS 
die drei Behandlungsmethoden hinsichtlich der Abnahme des 
Virustiters vergleichbar sind. Sowohl nach Behandlung mit 
8-Methoxypsoralen/UV als auch mit P-Propiolacton war 
keine Transkription vom Virusgenom nachweisbar. Mittels 
des empf indlicheren Plaque-Assays wurde jedoch 
f estgestellt , daS p-Propiolacton-behandelte Viren 
replizieren kbnnen, wenn ausreichende Mengen der 
komplementierenden Zellinie vorhanden sind. Im Gegensatz 
dazu blockiert die Behandlung des Virus mit beiden 
Psoralenderivaten die Virusreplikation komplett, sodaS 
mitrels dieses Tests keine Plaques nachweisbar waren. 

Die RNA-Anaiyse zum Nachweis der Genexpressicn wurde 
entweder mit einer Adenovirus 5 Eia-Sonde durchge f uhr t , 
die einen Teil des Ela-Gens erkennt, der im Adenovirus 
d!312 deietiert ist, oder eine Adenovirus 5 E3-Sonde, die 



WO 94/21808 




PCT/EP94/00859 



einen Teil der E3-Region erkennt, die fiir das abundante 
E3 19K Glykoprotein kodiert (Ela dient als Kontrolle; ein 
RNA-Signal sollte beim Virus di312 fehlen, jedoch bei 
dll014 nachweisbar sein, da dieses eine Wildtyp El-Region 
besitzt ) . Von der Expression von E3 wird angenommen, da£ 
sie eine wichtige Rolle bei der Immunantwort auf 
transfizierte Zelien spielen kbnnte, da zumindest zwei 
der E3-Gene die Oberf lachenexpression von MHC Klasse I- 
Molekuien und TNF-Rezeptor-Molekiilen an der Oberflache 
der infizierten Zellen modulieren. Fur die Anwendung des 
Virus dll014 in gentherapeutischen Anwendungen, bei denen 
immunogene Tumorzelien hergestellt warden, ist daher ein 
Defekt in der E3-Region erwlinscht, da die Expression 
dieser Region in diesem Kontext mit der Immunantwort auf 
transfizierte Zellen inter ferieren konnte. 

Das Polylysin-gekoppelte ( oder ionisch gebundene ) 
endosomolytische Mittel wird bevorzugt als Bestandteil 
eines ternaren oder Kombinationskomplexes eingesetzt. Die 
Kopplung von Adenovirus an Polylysin kann auf 
verschiedene Arten erfolgen: 

Die Kopplung von Virus auf chemischem Weg kann in fiir die 
Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise erfolgen, 
wobei, falls erforderlich, die Einzelkomponenten vor der 
Kopplungsreaktion mit Linkersubstanzen versehen werden 
(diese MaSnahme ist dann erf orderlich , wenn von 
vornherein keine ftir die Kopplung geeignete funktionelle 
Gruppe, z.B. eine Mercapto- oder Alkoholgruppe , verfiigbar 
ist ) . Bei den Linkersubstanzen handelt es sich um 
bi funktionelle Verbindungen , die zunachst mit 
f unktionellen Gruppen der Einzelkomponenten zur Reaktion 
gebracht werden, worauf die Kopplung der modif izierten 
Einzelkomponenten durchgef iihrt wird . 
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Eine mdgliche Art der Kopplung des Virus an Polylysin 
erfolgt in ahnlicher Weise wie bei der Herstellung von 
Transf errin-Polylysinkon j ugaten (Wagner et al . , 1990) 
nach Modif izierung des defekten Adenovirus mittels eines 
heterobif unktionellen Reagens . Falls ein Virus geeignete 
Kohlenhydratketten aufweist, kann es mit der DNA- 
bindenden Substanz liber eine oder mehrere 
Kohlenhydratketten des Glykoproteins verbunden werden 
(Wagner et al . , 1991b). 

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung der Virus- 
Polylysin-Konjugate ist die enzymatische Kopplung des 
Virus an eine DNA-bindende Substanz, insbesondere ein 
Polyamin, durch eine Transglutaminase (Zatloukal et al . , 
1992 ) . 

Eine weitere Methode zur Herstellung der Adenovirus- 
Polylysin-Konjugate besteht darin, das Virus liber eine 
Biotin-Protein-Brlicke, vorzugsweise eine Biotin- 
Streptavidin Brlicke, an das Polykation zu koppeln 
(Wagner et al . , 1992). 

Gegebenenf alls kann die Bindung an Biotin auch liber 
Avidin erfolgen. 

Ferner ist es moglich, die Bindung zwischen Virus und 
Polylysin herzustellen, indem einerseits das Virus 
biotinyliert wird und andererseits ein anti-Biotin- 
Antikorper mit Polylysin konjugiert und die Bindung 
zwischen Virus und Polylysin uber die Biotin/ Antikbrper- 
Bindung hergestellt wird, wobei handelsubliche 
polyklonale cder monoklonale Antikbrper gegen Bictin 
eingesetzt werden konnen. 

Dxe Bindung zwischen dem Virus und Polylysin kann auch 
hergestellt werden, indem Polylysin mit einem Lectin 
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gekoppelt wird, das Affinitat zu einem Virus- 
Oberf lachengiykoprotein hat, wobei die Bindung in einem 
solchen Konjugat liber die Bindung zwischen dem Lectin und 
dem Glykoprotein erfolgt. Weist das Virus von sich aus 
keine geeigneten Kohlenhydratsei tenketten auf, kann es 
entsprechend modifiziert werden. 

Das Virus kann fiir den Fall, daB es auf seinen 
Oberf lachenproteinen Regionen aufweist, die sauer sind 
und daher an ein Polykation binden kbnnen, auch ionisch 
an das DNA-bindende Molekul gebunden sein. 

Neben ausgewahlten Adenovirusmutanten kann die 
endosomolytische Komponente der in b) definierten 
Konjugate auch ein Peptid sein, das kovalent Oder mittels 
ionischer Bindung an ein DNA-bindendes Molekul gebunden 
ist. Beziiglich der Anforderungen, die an derartige 
Peptide gestellt werden sowie deren Kopplung an das DNA- 
bindende Molekul wird auf die WO 93/07283 verwiesen. 

Bevorzugt wird im Rahmen der vorliegenden Erf indung ein 
synthetisches dimeres inf luenza-Peptid , ionisch an 
Polylysin gebunden, verwendet, mit dem hohe 
Expressionswerte fiir IL-2 in Melanomzellen erzielt 
werden. Melanomzellen, die in Gegenwart dieses 
Peptidkon j ugats mittels Transf errin-Polylysin-Konj ugaten 
mit IL-2-Plasmid-DNA transf iziert waren , erwiesen sich 
als Krebsvakzine mit prophylaktischer Schutzwirkung gegen 
Tumorbildung . 

Bezuglich der Hers t el lung der Transf ekt ions komplexe ist 
die Reihenfoige der Schritte nicht kritisch, es kann 
zweckmaBig wie folgt vorgegangen werden: 

Ausqehend von den DNA-Molekulen wird die DNA-bindende 
Substanz nach Art und Menge bestimmt, die die 



WO 94/21808 



PCT/EP94/00859 

30 



Komplexierung der DNA gewahrleistet , die erhaitenen 
Komplexe sind vorzugsweise im wesentlichen 
eiektroneutral. Fur die Komplexe, die das Virus-Kon j ugat 
und ein Internalisierungsf aktor-Konj ugat enthalten, wird 
der Kationenanteil beider Konjugate hinsichtiich des 
Aspekts der Elektroneutralitat in Betracht gezogen. 

Bei der Bestimmung des molaren Verhaltnisses der 
Komponenten a), b) und c) ist zu berticksichtigen, daS 
Komplexierung der DNA stattfindet und gewahrleistet ist, 
da£ der gebildete Komplex an die Zelle gebunden, in die 
Zelle befordert und daS er aus den Endosomen freigesetzt 
wird . 

Das jeweils gewahlte Verhaltnis Internalisierungsf aktor- 
Konjugat/DNA richtet sich vor allem nach der GroSe der 
Polykationmolekule sowie nach der Anzahl und Verteilung 
der positiv geladenen Gruppierungen, Kriterien, die auf 
GrbSe und Struktur der zu transportierenden DMA 
abgestimmt werden, wobei auch das Viruskon j ugat in 
Rechnung zu stellen ist. Vorzugsweise betragt das molare 
Verhaltnis Internalisierungsf aktor : Polylysin ca. 10:1 bis 
ca. 1:10. 

Im Falle der Verwendung von Adenovirus-Kon j ugat und 
nicht-konjugierter DNA-bindender Substanz kann nach der 
Bestimmung des fur die Effizienz der Transfektion und der 
Expression optimalen Verhaltnisses Konj ugat : DNA mit Hilfe 
von Titrationen die Menge des Konjugat-Anteils bestimmt 
werden, der durch DNA-bindende Substanz ersetzbar ist. 

Bevorzugt wird Polylysin sowohl als Komponente c), 
vorzugsweise konjugiert mit einem 

Internalisierungsf aktor , als auch als Bestancteil des 
Adenvoviruskonj ugats b ) eingesetzt . 
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Eine geeignete Merhode zur Bestimmung des Verhaltnisses 
der in den Kompiexen enthaitenen Komponenten besteht 
darin, :uers: das in die Zelle zu importierende 
Genkonstrukt zu definieren und, wie oben beschrieben, ein 
Virus zu finden, das fur die Transf ektion geeignet ist. 
Dann wird das Virus an das Polykation gebunden und mit 
dem Genkonstrukt komplexiert. Ausgehend von einer 
konstanten DNA-Menge wird durch Titrationen das optimale 
Verhaltnis zwischen Virus-Kon j ugat und 

Internalisierungsf aktor-Kon j ugat bzw. nicht-konjugierter 
DNA-bindender Subsranz bestimmt. 

Die Komplexe konnen hergestellt werden, indem die 
Komponenten a), b) und c), die jeweils in Form verdlinnter 
Losungen vorliegen, gemischt werden. 

Das optimale Verhaltnis von DNA zu Konjugat und nicht- 
konjugierter DNA-bindender Substanz wird durch 
Titrationen, d.h. in einer Reihe von 

Transf ektionsexperimenten mit konstanter DNA-Menge und 
variabler Menge an Konj ugat/Polylysin, bestimmt. Das 
optimale Verhaltnis von Konj ugat : Polykation in der 
Mischung kann mit Hilfe von Routineexperimenten bzw. aus 
dem Vergleich der optimalen Verhaltnisse der in den 
Titrationsexperimenten eingesetzten Mischungen erhalten 
werden . 

Die Herstellung der DNA- Komplexe kann bei physiologischen 
Salzkonzentrationen erfolgen. Eine weitere Moglichkeit 
besteht im Einsatz hoher Salzkonzentrationen ( etwa 2 M 
NaCl ) und anschlieSender Einstellung auf physiologische 
Bedingungen durch langsames Verdiinnen bzw. Dialyse. 

Die jeweils am besten geeignete Reihenfolge fur die 
Mischung der Komponenten wird im einzelnen in 
Vorversuchen bestimmt . 
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Die Menge an eingesetztem endosomolytischen Konjugat 
richtet sich nach der im einzelnen vorgenommenen 
Transfektion. Es 1st zweckmaBig, die Mindestmenge an 
endosomolytischem Konjugat einzusetzen, die erforderlich 
ist, urn die Internalisierung des Komplexes in einen 
GroBteil der Zellen und seine Freisetzung aus den 
Endosomen zu gewahrleisten . Im Falle der Verwendung von 
Adenovirus-Konjugat wird die Menge an Konjugat auf den 
jeweiiigen Zelltyp abgestimmt , dabei vor allem die 
Inf ektiositat des Virus fur diesen Zelltyp zu 
berucksichtigen ist. Ein weiteres Kriterium ist das 
jeweilige Internal isierungs f aktor-Konj ugat , insbesondere 
hinsichtlich des Internalisierungsf aktors , fur den die 
Zielzelle eine definierte Anzahl von Rezeptoren aufweist. 
AuBerdem richtet sich die Menge an endosomolytischem 
Konjugat nach der Menge der zu importierenden DNA. Fur 
eine spezielle Anwendung wird in Vorversuchen mit den 
jeweils fur die Transfektion vorgesehenen Zielzellen und 
dem fur die Transfektion vorgesehenen Vektorsystem die 
optimale Konzentration an endosomolytischen Konjugat 
durch Titrieren ermittelt, wobei zweckmaBigerweise als 
DNA ein Genkonstrukt eingesetzt wird, das hinsichtlich 
der GroBe mit dem fur die konkrete Anwendung vorgesehenen 
weitgehend iibereinstimmt und das zwecks einfacherer 
Messung der Effizienz des Gentransfers ein Reportergen 
enthSlt. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde die 
Eignung des Lucif erasegens als Reportergen fur derartige 
Versuche gezeigt . 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt die mit 
den erf indungsgemaBen Komplexen trans fizierten 
Tumor zellen bzw . Fibrcclasren. 

In einem wei teren Aspekt betrifft die vorliegende 
Erfindung Krebsvakzine , erhaltlich nach dem 
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erf indungsgemaSen Verfahren. Diese Vakzine sind 
pharmazeutische Zubereitungen , enthaltend die 
transf izierten Tumorzellen oder die transf izierten 
Fibroblasten in Mischung mit Tumorzellen in einer 
pharmazeutisch annehmbaren Formulierung . 

Die gebrauchsf ertigen Krebsvakzine liegen vorzugsweise 
als Suspension vor, die gegebenenf alls durch 
Trypsinierung erhalten wird. Die Zellen befinden sich 
suspendiert in einem physiologischen Medium 
( physiologischer Kochsalz- oder Puf f erlbsung ) , das 
gegebenenf alls diejenigen Nahrstoffe, insbesondere 
Aminosauren, enthalt, die die Zellen fur die 
Aufrechterhaltung ihres Metabolismus fiir die kurze Zeit 
zwischen Fertigstellung des Vakzins und dessen 
Verabreichung benb tigen . 

In den Versuchen, die im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durchgefuhrt wurden, befanden sich die 
Melanomzellen in RPMI 1640 Medium mit einem Zusatz von 
fotalem Kalberserum ( FCS ) . 

Fur die galenische Formulierung der erf indungsgemaSen 
Tumorvakzine wurden im Hinblick auf deren therapeutische 
Anwendung verschiedene Medien getestet. 

Es zeigre sich, daB Zellkulturmedien mit Zusatzen wie 
Kalberserum, Humanserum, Humanserumalbumin und/oder 
Hydroxyethylcellulose die Lebensf ahigkei t einer fur das 
Vakzin ausreichenden Anzahl von Zellen gewahrleisten. Im 
Hinblick auf eine mbglichst gute Vertraglichkeit befinden 
sich die Tumorvakzine zweckmaBig in Serum der Blutgruppe 
AB, als Medium kann auch autologes Serum verwendet 
werden. Gegebenenf alls enthalt das Medium Zusatze von 
Wachsrumsf aktoren oder Zytokinen wie IFN-gamma oder GM- 
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CSF, urn die Antigenprasentation der Zellen gunstig zu 
beeinf lussen . 

Der Typ von Krebsvakzinen, der mit Hilfe der vorliegenden 
Erfindung bereitgestellt werden kann, stellt eine neue 
Entwicklung auf dem Gebiet der Zytokintherapie dar. Sie 
hat den Vorteil, daB die schweren Nebenwirkungen 
systemisch verabreichrer Zytokine aufgrund der lokai 
beschrankten Produktion und Wirkung des Zytokins 
vermieden werden konnen. AuBer fur die Behandlung von 
Melanomen und Colonkarzinomen konnen auch andere 
Krebsarten mit Hilfe der erf indungsgemaBen Krebsvakzine 
behandelt werden, z.B. Nierenkrebs Oder Brustkrebs. 



Figurenlibersicht 

Fig. l: Gentransport in primare humane 

Melanomzellkulturen 
Fig. 2: Bestimmung der Liganden, die bei der Aufnahme 

von Gentransf erkompiexen beteiligt sind. 

Verwendung von nicht-konj ugiertem Polylysin 
Fig. 3: Effekt der Inaktivierung von Adenoviren durch 

Psoralen/UV auf die Genexpression in primaren 

humanen Melanomzellen 
Fig. 4: Bestimmung der Langzeitzytotoxizitat von 

Adenoviren 

Fig. 5: Wirkung der Bestrahlung von Tumorzeilen auf die 

Expression transf izierter Gene 
Fig. 6: EinfluB der Piasmidkonzentration auf die 

Expression des Lucif erase -Reporter gens 
Fig. 7: EinfluS der Piasmidkonzentration auf die 

Expression von IL-2 und/oder IFN-v 
Fig. 8: Verlust der Tumorigeni zitat trans fi zierter 

Maus -Melanomzellen 
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Induktion einer systemischen Immunantwort gegen 
Melanom in Mausen durch Immunisierung mit 
zytokintransf izierten , bestrahl ten Tumor ze 11 en 
EGF als Ligand fur den Gentransfer in Zellen 
einer humanen epidermoiden Karzinomzellinie (A: 
plus 2 % FCS, B: ohne FCS ) 

IL-2 Expression in Maus-Melanomzellen unter 
Verwendung verschiedener Vektoren 
IL-2 Expression in Fibroblasten unter 
Verwendung verschiedener Vektoren 
Stimulierung einer Immunantwort durch 
Melanomzellen, die auf ihrer Oberflache HSA 
exprimieren 

Stimulierung einer Immunantwort durch 

Melanomzellen, die auf ihrer Oberflache das 

Rabies -Glykoprotein exprimieren 

Titration von 8-Methoxypsoralen 

Titration von 4 * -Aminomethyl-4 , 5 * , 8- 

t rime thy lpsoralen 

Titration von (3-Propiolacton 

Gentransportaktivitat von Adenovirus dll014 
nach Behandlung mit 8-Methoxypsoralen oder nach 
Behandlung mit niedrigen Konzentrationen von p- 
Propiolacton 

Plaque-Assays von Adenovirus dll014, 
inaktiviert mit 8-Methoxypsoralen, {J- 
Propiolacton oder 4 * -Aminomethyl-4 , 5 * , 8- 
t rime thy lpsoralen 

Plaque-Assays von Adenovirus dll014, 
inaktiviert mit 8-Methoxypsoralen oder 
verschiedenen (3-Propiolacton-Behandlungen 
Genexpression vom inaktivierten Virus 
Reverse Transkriptions -PCR- Analyse 
Lokalisierung der Einlagerung von 8- 
Mcthcxypsoralen im Virusgsnom 
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Fig. 24: Wachstum humaner Melanomzellen in Abhangigkeit 

von der gamma-Strahlendosis 
Fig. 25: Schutzwirkung gegen Metastasenbildung curch 

Immunisierung mit zytokintransf izierten 

Melanomzellen ( Transf ektion mittels Adenovirus) 
Fig. 26: Wirksamkeit der Krebsvakzine in Abhangikeit von 

der Zytokindosis 
Fig. 27: Schutzwirkung gegen Metastasenbildung durch 

Immunisierung mit zytokintransf izierten 

Melanomzellen ( Transf ektion mittels 

endosomolytischem Peptid ) 
Fig. 28: Interleukin-2-Exression in humanen 

Melanomzellen 

Fig. 29: EinfluB des Endotoxingehaltes der DNA auf die 
Expression von IL-2 in humanen Melanomzellen 

In den folgenden Beispielen, die die vorliegende 
Erfindung illustrieren, wurden, sofern nicht anders 
angegeben, die folgenden Materialien und Methoden 
verwendet : 

a ) Plasmid-Konstrukte 

i) DNA-Plasmid-Konstrukte, enthaltend die fur humanes 
oder Maus-IL-2 kodierende Sequenz 

Fur die in den Beispielen 6 bis 8 durchgef uhrten Versuche 
wurde das von Karasuyama et al., 1989, beschriebene 
Plasmid BCMGneo-mIL-2 verwendet. 

Alternativ wurde ein Plasmid der Bezeichnung pWS2m 
hergestellt, das das Maus-IL-2-Gen unter Kontrolle des 
Zytomegalovirus Enhancer /Promotors enthalt: Das Flasmid 
pHSAPr-I (Gunning et al . , 1987) wurde mit BamHI und EcoRI 
geschnitten. Mittels Agarosegel-Reinigung wurde ein 
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2.5 kb Fragment isoliert, das das Ampicillin- 
Restistenzger. und den Replikationsursprung von pBR322 
sowie das SV40-PoIyadenylsierungssignal enthalt. Dieses 
Fragment wurde mit dem CMV-Promotor/Enhancer ligiert, das 
als ein 0.7 kb PCR-Fragment vom Vektor pAD-CMVI 
(beschrieben in der EP-A 393 438) axnplif iziert und 
EcoRI/BamKI verdaut worden war. Das erhaltene Plasmid 
wurde pWS genannt. Die fur Maus-IL-2 kodierende cDNA 
wurde als PCR-Fragment vom Plasmid BMGneo-mIL-2 
(Karasuyama und Melchers, 1988) erhalten. In Richtung des 
5 ' Endes vom ersten ATG Codon wurde die Sequenz GCCGCC 
zwecks optimaier Transiationsinitiation angehangt. Die 
3 ' -nicht-kodierende Region wurde entfernt. Das PCR- 
Fragment wurde in den mittels Sail /BamHI - Verdau 
geoffneten Vektor pWS ligiert. 

Fur die Anwendung in Humanzellen wird der Vektor pWS2 
eingesetzt, der in ahnlicher Weise wie der Vektor pWS2m 
erhalten wird, mit dem Unterschied, daB als Vorlage fur 
die PCR-Amplif ikation statt dem Plasmid BMGneo-mIL- 2 das 
Plasmid pIL2-50A ( Taniguchi et al . , 1983), der die fur 
humanes IL-2 kodierende cDNA enthalt, dient. 

Als Alternative zu einem Plasmid mit dem Ampicillin- 
Resistenzgen wurde der Vektor pGShIL-2tet hergestellt, 
das das Tetracyclin-Resistenzgen, herausgeschnitten aus 
pBR327, enthalt. 

Fur das Plasmid pCM2 wurde die Maus-IL-2 Sequenz zusammen 
mit den 5 ? - und 3' f lankierenden Regionen (Spalt- und 
Poly ( A ) -Signale vom Kaninchen-fl-Globingen ) als 
Sal I /BamHI -Fragment aus BCMGneo-mIL-2 herausgeschnitten 
und in den Vektor pAD-CMVI eingesetzt. 

ii) DNA-Plasmid-Kcnstrukt , enthaitend die fur Maus-IFN-y 
kodierende Sequenz 
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Es wurde das von Gray und Goeddel, 1983, beschriebene 
Plasmid pSVEmuIFN-v verwendet. 

iii ) DNA-Plasmid-Konstrukt pHSA, enthaltend die fur HSA 
kodierende Sequenz 

Das Plasmid pHSA, das die vom CMV-Promotor getriebene 
HSA- Sequenz enthalt, wurde erhalten, indem die HSA-cDNA 
(Kay et al . , 1990) in die BstXI -Stelle des Plasmids pCDM8 
(Seed, 1987) kloniert wurde. 

iv) DNA-Plasmid-Konstrukt pWS-RABIES, enthaltend die fur 
das Rabies-Glykoprotein kodierende Sequenz 

Die fur das Rabies-Glykoprotein kodierende Sequenz wurde 
aus dem Vektor pKSV-10 (Pharmacia), der die Rabies- 
Glykoprotein cDNA (Anilionis et al . , 1982) in die Bgl II- 
Stelle abwarts vom SV40-Promotor hineinkloniert enthalt, 
als Bgl II-Fragment isoliert. Der Vektor pWS2m wurde mit 
Bgl II und BamHI geschnitten. Das die murine IL-2 cDNA 
tragende Fragment wurde uber Agarosegel-Elektrophorese 
abgetrennt und das dem Vektor pWS entsprechende Fragment 
isoliert und mit dem Rabies-Fragment ligiert. Die 
richtige Rabies -Or ientierung wurde durch Sequenzierung 
bestatigt. Die Rabies-Glykoprotein-Sequenz 1st als 
SEQ ID NO:l dargestellt. 

v) DNA-Plasmid-Konstrukt pWS-Gm, enthaltend die fur 
murinen GM-CSF kodierende Sequenz 

Der in i ) beschriebene Vektor pWS2 wurde mit Sail und 
BamHI geschnitten und das dadurch f reigesetzte , fur 
IL-2 kodierende Fragment durch Agarosegelelektrophorese 
abgetrennt. Die fur murinen GM-CSF kodierende DNA wurde 
vollsynthetisch aus 12 sich gegenseitig uberlappenden 
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Oligonukleotiden hergestellt. Die verwendete Sequenz 
entsprach der von Miyatake et al., 1985, beschriebenen 
Sequenz (kodierender Bereich von Position 32 bis Position 
457), mit dem Unterschied von stillen Austauschen in 
Position 178 (A statt G), Position 274 (C statt G) und 
Position 355 (C statt G). AuSerdem wurde das Triplet AGC 
(Position 446 bis 448) durch GTC ersetzt. Der 5 ' -Bereich 
wurde mit einem Sail -kompatiblen, der 3' -Bereich mit 
einem BamHl -kompatiblen Uberhang versehen. Das 5 1 -Ende 
wurde analog zur IL-2-Sequenz in pWS2 mit einer GCCGCC- 
Sequenz versehen. Das synthetische GM-CSF-Gen wurde nach 
dem "Shot-gun" -Verfahren (Sambrook, 1989) in den Vektor 
pWS2 einkloniert und sequenziert. Die mittels 
Sequenzanalyse aufgezeigten Fehler in der Sequenz wurden 
durch gezielte Mutagenese nach der Phosphorothioat- 
Methode ( Amersham-Ki t ) korrigiert . 

vi ) DNA-Plasmid-Konstrukt pGShIL-2tet, enthaitend die fur 
humanes IL-2 kodierende Sequenz 

Eine I L- 2-Kassette , enthaitend den CMV-Enhancer/Promotor, 
die fur IL-2 kodierende Sequenz und die SV40-PolyA- 
Sequenz, wurde mittels PCR unter Vorlage des in i) 
beschriebenen Vektors pWS2 erhalten. Das PCR-Produkt 
wurde einem Restriktionsenzymverdau mit EcoRI unterworfen 
und in die EcoRI/Smal-Stelle des Plasmids pUC19 
(Pharmacia) hineinkloniert . Das erhaltene Plasmid wurde 
pGShIL-2 genannt. Als Quelle fur das Tetracyclin- 
Resistenz-Gen und Teile der "upstream" Region des 6- 
Lactanase-Gens ( Ampicillin-Resistenz-Gen ) diente das 
Plasmid pBR327 ( Soberon et al . , 1980), das mit Sspl und 
Aval verdaut worden war. Zusammen mit einem EcoRI/Aval- 
Adaptor wurde die isolierte tet-Sequenz in die 
EcoRI/SspI-Stelle von pGShlL-2 kloniert. Die IL-2- 
Kassette des resul tierenden Klons pGShIL-2tet /amp wurde 
sequenziert; daraufhin wurde die amp-Sequenz mit EamllOSI 
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und Sspl herausgeschnirten und das Plasmid religiert. Das 
erhaltene Plasmid wurde mit pGShlL-2tet bezeichnet. 

vii ) Reporterplasmid-Konstrukt pCMVL 

Das Plasmid pCMV wurde hergestellt , indem das BamHI- 

Insert des Plasmids pSTCX556 ( Severne et al., 1988) 

entfernt, das Plasmid mit Klenow-Fragment behandelt und 

das Hindlll/Sspl sowie Klenow-behandelte Fragment aus dem 

Plasmid pRSVL ( enthaltend das Photinus pyralis 

Lucif erasegen unter der Kontrolle des Rous Sarcoma Virus 

LTR Enhancer/Promoters ( Uchida et al . , 1977, 

De Wet et al., 1987) eingesetzt wurde. Das Reporter- 

Plasmid wurde pCMVL bezeichnet . 

b) Herstellung von Transf errin-Polylysin-Konj ugaten 

Zur Synthese von Konj ugaten aus Transferrin und Polylysin 
mit einer Kettenlange von 290 Lysinresten wurde die 
Wagner et al . , 1991b, beschriebene Methode eingesetzt. 

c) Herstellung von EGF-Polylysin-Konj ugaten 

1 mg EGF (Epidermal Growth Factor, Sigma, St. Louis, Cat. 
No. E-4127) wurde durch Gelf iltration ( Sephadex G-10) mit 
HBS als Elutionspuf f er gereinigt. 

135 nmol (0.8 mg ) Epidermal Growth Factor (EGF) in 
1 . 5 ml HBS wurden mit einer 15 mM ethanolischer Losung 
von SPDP (1.2 jamol ) behandelt. Nach 2 h bei 
Raumtemperatur wurde das modifizierte Protein uber eine 
Sephadex G-10 Saule gelf iltriert , wobei 70 nmol EGF , 
modifiziert nit 50 nmol Dithiopyridinlinker , erhalten 
wurde. Das modifizierte Protein wurde mit 3- 
Mercaptopropionat-modif iziertem Polylysin ( 50 nmol, 
durchschnittliche Kettenlange 290 Lysinmonomere, 
modifiziert mit 150 nmol Mercaptopropionat-Linker ) in 
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insgesamt 1 mi HBS unter Argonatmosphare reagieren 
gelassen. Konjugate wurden mittels 

Gelpermeaticnschromatographie auf einer Superdex 75 Saule 
(Pharmacia) isolierr (Puffer: 0.5 M Natriumchlorid ) . Die 
Produktf raktion enthielt ein Kcnjugat, bestehend aus 
20 nmol Streptavidin und 25 nmol Polylysin. 

d ) Herstellung von Streptavidin-Polylysin-Konj ugaten 

Die Kopplung von Streptavidin mit Polylysin wurde nach 
der von Wagner et al . , 1990, und in der EP-A1 388 758 fur 
die Herstellung von Transf errin-Polylysin-Kon j ugaten 
beschriebenen Methode durchgef uhrt . 

79 nmol (4.7 mg ) Streptavidin in 1 ml 200 mM HEPES 
pH 7.9 und 300 mM NaCl wurden mit einer 15 mM 
ethanolischen Losung von SPDP (236 nmol) behandelt. Nach 
1.5 h bei Raumtemperatur wurde das modif izierte Protein 
uber eine Sephadex G-25 Saule gelf iltriert , wobei 75 nmol 
Streptavidin, modifiziert mit 196 nmol 

Dithiopyridinlinker , erhalten wurde. Das modif izierte 
Protein wurde mit 3-Mercaptopropionat-modif iziertem 
Polylysin (75 nmol, durchschnittliche Kettenlange 
290 Lysinmonomere, modifiziert mit 190 nmol 
Mercaptopropionat-Linker ) in 2.6 ml 100 mM HEPES 
pH 7.9, 150 mM NaCl unter ArgonatmosphSre reagieren 
gelassen. Konjugate wurden mittels 

Kationenaustauschchromatographie auf einer Mono S HR5- 
Saule (Pharmacia) isoliert. (Gradient: 20 - 100 % Puffer. 
Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer A plus 3 M 
Natriumchlorid . Die Produktf raktion eluierte bei einer 
Saizkonzentration zwischen 1.2 M und 1.7 M. Dialyse gegen 
HBS (20 mM HEPES pH 7.3, 150 mM NaCl) ergab ein Konjugat, 
bestehend aus 45 nmol Streptavidin und 53 nmol Polylysin. 
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e) Herstellung von biotinyliertem, inaktiviertem 
Adenovirus 

i ) Adenovirus dl312-Praparationen 

Es wurde der von Jones und Shenk, 1979, beschriebene 
Adenovirus-Stamm dl312, der eine Deletion in der Ela- 
Region aufweist, verwendet. Die Vermehrung des Virus 
wurde in der Ela- trans-komplementierenden Zellinie 293 
durchgefuhrt , wobei die Herstellung in groBem Maflstab 
durchgefuhrt wurde, wie von Davidson und Hassell, 1987, 
beschrieben. Das gereinigte Virus wurde in Lagerpuffer 
(100 mM Tris, pH 8.0, 100 mM NaCI , 0.1 % BSA , 50 % 
Glyzerin) oder in HBS/40 % Glyzerin aufgenommen und 
Aliquots bei -70* C aufbewahrt. Die Bestimmung der 
Virion-Konzentration wurde mittels UV- 
spekrrophotometrrischer Analyse der extrahierten 
genomischen Virus-DNA durchgefuhrt ( Formel : eine 
optische Dichteeinheit (OD, A260) entspricht 10 12 
Viruspartikeln/ml ; ( Chardonnet und Dales, 1970)). 

ii) Adenovirus dll014-Praparation 

Das Adenovirus dll014, beschrieben von Bridge und Ketner, 
1989, wurde in der Zellinie W162, die von der Zellinie 
Vero (ATCC No. CCL81) abgeleitet ist und deren 
Herstellung von Weinberg und Ketner, 1983, beschrieben 
wurde, propagiert . Die Herstellung in grofierem MaBstab, 
Reinigung und Virionkonzentrationsbestimmung wurden 
durchgefuhrt, wie fur dl312 beschrieben. 

iii ) Biotinylierung von Adenovirus 

2.4 ml einer gelf il trierten ( Sephadex G-25 PD10, 
Pharmacia) Losung von Adenovirus dl312 ( ca . 1011 
Partikel) in 150 mM NaCI / 5 mM HEPES , pH 7.9 / 10 % 
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Glycerin, wurde mit 10 \il (10 nmol ) einer 1 mM Losung von 
NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) versetzt. Nach 3 h bei 
Raum temper a tur wurde der Bio tin-modi f izierte Virus durch 
Gelf iltraticn ( wie oben ) vom uberschiissigen Reagens 
abgetrennt. Die Lbsung wurde durch Zugabe von Glycerin 
auf eine Glycerinkonzentration von 40 % gebracht 
(Gesamtvolumen 3.2 ml) und bei -25 "C gelagert. 
Die Biotinylierung des Virus konnte in einem qualitativem 
Nachweis nach Tropfen von verschiedenen Verdiinnungen auf 
Cellulose -Nit rat Membran nachgewiesen werden : nach 
Trocknen bei 80 # C / 2 h im Vakuumtrockenschr ank , Blocken 
mit BSA , Inkubieren mit Streptavidin-konj ugierter 
Alkalischer Phosphatase ( BRL ) , Waschen und 1 h Inkubation 
mit der Entwicklungslosung NBT/X-Phosphat ( Nitroblau- 
Tetrazolium Salz/5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat , 
Toluidin-Salz ; Boehringer Mannheim ) wurde eine positive 
Farbreaktion gef unden . 

Bei der Biotinylierung von Adenovirus dll014 wurde von 
15 ml Adenoviruspraparation (1.2 x 10 12 Partikel pro ml) 
ausgegangen, die mit 150 \il , 1 mM NHS-LC-3iotin behandelt 
wurden. Nach 3 h bei Raumtemperatur wurde gegen 1 1 HBS 
plus 40 % Glyzerin bei 4*C uber Nacht dialysiert, dann 
wurde der Puffer durch frischen ersetzt und eine zweite 
Dialyse durchgefuhrt. Es wurde eine Viruspraparation mit 
einem Titer von ca. 1.2 x 10 12 Partikeln pro ml erhalten. 

iv) Inaktivierung von biot inyliertem Adenovirus mit 
8-Methoxypsoralen 

Je 200 ul biotinylierte Viruspraparation wurden in zwei 
Vertiefungen einer 1 . 6 cm Gewebskulturplatte gegeben. Zu 
jeder Probe wurden 2 jjl (33 mg /mi ) 8-Methoxypsoralen 
(Sigma, Katalog Nr. M-3501, gelbst in DMSO ) gegeben, die 
S c h a 1 e auf E i s g e s t e 11 1 und 10 m i n 1 a n g rr.it einer U V - 
Lampe (365 ran; UVP TL-33 Lampe ) bestrahlt, wobei der 



WO 94/21808 



PCT/EP94/00859 

44 



Abstand der Probe von Filter 4 cm betrug. Nach der 
Bestrahlung wurden d^e zwei Proben vereinigt und 
gelfiltriert (G50, Nick-Saule, Pharmacia), wobei die 
Saule mit 40 % Glycerin in HBS vorequilibriert wcrden 
war . 

Die Inaktivierung von biotinyliertem Adenovirus d!1014 
wurde durchgef uhrt , indem 4 ml Viruspraparation 
(1 x 10 12 Viruspartikel ) mit 40 pi 8-Methoxypsoralen 
(33 pg/pl, in DMSO ) versetzt wurden. Die Proben wurden 
eine Stunde lang bei Raumtemperatur stehen gelassen und 
in 12 x 300 ul Kulturschalen gegeben, auf Eis gestellt 
und 25 min lang, wie oben beschrieben, UV-bestrahlt . 
AnschlieBend wurde eine Gelf iltration (in zwei Portionen) 
uber eine G-25 PD10 Saule, mit HBS/40 % Glyzerin, 
durchgef uhrt. Es wurden 4.5 ml Viruspraparation mit einem 
Titer von 9.4 x 10 11 Partikel pro ml erhalten. 

f ) Herstellung von Transf ektionskomplexen 

Die ternaren Komplexe wurden in drei Schritten 
hergestellt. Im ersten Schritt wurde biotinyiiertes 
Adenovirus in 100 ul HBS mit streptavidinyliertem 
Polylysin ( StreptpL ) in 100 pi HBS gemischt und 30 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden 6 pg 
Plasmid-DNA in 150 ul HBS beigegeben, gut gemischt und 
weitere 30 min inkubiert. Abschliefiend wurde Polylysin- 
modif iziertes humanes Transferrin ( Tf pL) in 150 pi HBS 
beigegeben, grundlich gemischt und 30 min inkubiert. (Die 
Mengen fur Adenovirus, StreptpL und Tf pL werden jeweils 
bei den einzelnen Beispielen angegeben. ) Das Verhaltnis 
zwischen Plasmid DMA und Polylysin-Kon j ugaten wurde im 
Hinblick auf Eiektroneutralitat in den endgultigen 
Komplexen berechnet . Fur die Transf ektionen wurden die 
Komplexe auf die Zellen in einem Gesamtvolumen von 2 ml 
Kulturmedium ohne FCS aufgebracht. Nach 4 h Inkubation 
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bei 37 # C wurde das Medium entfernt und frisches, Serum 
en thai tendes Kulturmedium beigegeben . 

g) Zellen und Kulturmedien 

i ) Maus-Melanomzellen 

Die Maus-Melanomzellinie Cloudman S91 (Klon M3 ) wurde von 
ATCC (No. CCL 53.1) erworben. Die Zellen wurden in 6 cm 
Plastikschalen Oder T25 Kulturf laschen, beschichtet mit 
0.1 % Gelatine, in Ham's F10 Medium, enthaltend 12.5 % 
Pferdeserum, 2.5 % FCS, 2 mM Glutamin und Antibiotika, 
geziichtet . 

ii ) Mausf ibroblasten 

Primare Mausf ibroblasten wurden wie folgt aus DBA/2 
Mausen isoliert: 4 Wochen alte DBA/2 Mause wurden durch 
zervikale Dislokation getotet und in 70 % Ethanol 
getaucht. Die Muskeln wurden unter sterilen Bedingungen 
von den hinteren GliedmaBen entfernt und mit PBS 
gewaschen. Die Proben wurden in Stucke kleiner als 2 mm 
zerteilt und uberschussiges PBS entfernt. Dann wurden die 
Gewebsf ragmente 3 x mit 5 ml PBS, enthaltend 0.25 % 
Trypsin (aus Schweinepankreas , Sigma, Katalog Nr. 
T-2904), 0.1 % Collagenase ( Typ XI, Sigma, Katalog 
Nr. C-9407), 0.1 % BSA ( Fraktion V, Boehringer Mannheim, 
Katalog Nr. 735 094), gewaschen und 30 min unter 
Schwenken bei 37 *C inkubiert. Daraufhin wurden die 
Gewebsf ragmente 5 min lang absetzen gelassen, und der 
Uberstand, der die f reigesetzten Zellen enthielt, wurde 
mit 5 ml DMEM, enthaltend 20 % FCS, vermischt. Das nicht- 
dissoziierte Material wurde weitere 30 mm lang verdaut 
und der Uberstand, wie oben beschrieben, gesammelt. 
Dieser Vorgang wurde wiederhoit, bis das gesamte Material 
dissoziiert war. Die vereinigten Uberstande wurden 15 min 
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bei 500 x g zenrrif ugiert , das Zellpellet in DMEM, 
enthaltend 20 % FCS, resuspendierr und die Zellen in 
Kulturf laschen ausgesat. Nach 30 rnin wurden die nichr 
adhasierten Zellen abgesaugt und frisches Medium 
zugegeben. 

iii ) Humane Melanomzellen 

Primare humane Melanomzellen wurden aus chirurgisch 
entfernten Melanomen isoliert. Die Tumore wurden 
mechanisch (mit Pinzette und chirurgischem Messer ) in 
Gegenwart von RPMI 1640 Kulturmedium, enthaltend 5 % FCS, 

2 mM Gluramin und Antibiotika, in kleine Fragmente 
zerteilt, Dann wurden die Gewebsf ragmente vorsichtig mit 
dem Kolben einer Spritze durch ein Metallsieb gedruckt. 
Daraufhin wurde das Material mehrere Male durch 
Zentrif ugation und Resuspension gewaschen, und die 

f reigesetzten Zellen wurden in T25 Kulturf laschen 
ausgesat . 

iv ) Humanf ibroblasten 

Nach der chirurgischen Entfernung wurden Hautbiopsien in 
4'C DMEM , enthaltend 10 % FCS, 2 mM Glutamin und 
Antibiotika ( Penicillin/Streptamycin Oder, im Fall von 
Humanf ibroblasten, Gentamycin), gegeben. Die Biopsien 
wurden in einer Gewebekultureinrichtung ausgiebig mit 
Pinzette und chirurgischem Messer im laminaren Luftstrom 
in sterilen 6 cm Plastikschalen zerkleinert. Dann wurden 

3 ml DMEM , enthaltend 20 % FCS , 2 mM Glutamin und 
Antibiotika beigegeben, und die Kultur in einen 37*C 
Brutschrank gegeben. Nach 10 Tagen wurde das Medium durch 
DMEM, enthaltend 10 % FCS, ausgetauscht . Dann wurde das 
Medium weiter 2 x wbchentlich gewechselt. 4 Wochen nach 
Begmn der Kultur wurden die Zellen, die aus den 
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Gewebsf ragmenten herausgewachsen waren, trypsinisiert und 
fur die Transf ektion in neue Kulturschalen ausplattiert . 

Eine alternative, bevorzugte Methode bestand darin, die 
Hautstucke nach der Zerkleinerung in frisches Medium zu 
uberfuhren und nach Bedarf 1 bis 2 x mit Medium zu 
waschen. 5 bis 10 Gewebestucke wurden in eine T25- 
Gewebekulturflasche, deren Oberflache mit DMEM plus 10 % 
FCS benetzt worden war, gegeben und gleichmaBig verteilt, 
worauf die Fiasche umgedreht wurde. Dies bewirkte, daB 
die Biopsien herunterhangen ( "hanging drop 
configuration"; diese Methode wurde von Jones, 1989, 
beschrieben ) . Nach 1 bis 3 h im Brutschrank wurden die 
Flaschen wieder umgedreht und mit 1 bis 2 ml Medium 
befullt. Festsitzende Biopsien wurden nach 24 h auf 5 ml 
aufgefullt; andernfalls wurde der Vorgang wiederholt. 
Nach 6 bis 10 Tagen wuchsen die ersten Fibroblasten aus, 
von diesem Zeitpunkt an wurde einmal wdchentlich das 
Medium gewechselt. Sobald die Zellen konfluent waren, 
wurden sie in eine T75-Flasche passagiert. 



v) KB-Zellen 



Die humane epidermoide Karzinomzellinie KB wurde von ATCC 
(No. CCL 17) erworben. Die Zellen wurden in 6 cm 
Plastikschalen in MEM , 10 % FCS, 2 mM Glutamin und 
Antibiotika , gezuchtet . 



h) Bestimmung der Genexpression 



i ) Luci f erase-Assay 



Die Herstellung von Zellextrakten , die Standardis 
des Proteingehalrs sowie die Bestimmung der 
Luciferaseaktivitat wurden durchgef uhrt , wie von 
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Zenke et al . , 1990, Gotten et al . , 1990, bzw. in der 
EP 388 758 beschrieben. 

ii ) IL-2 Assay 

Die Expression von Interleukin-2 wurde rait Hilfe eines 
Bioassays bestimmt, wie von Karasuyama und Melchers, 
1988, beschrieben. Zusatzlich wurde die IL-2 Produktion 
unter Verwendung des IL-2 ELISA-Kits von Becton Dickinson 
(Katalog Nr. 30032) nach Vorschrift des Herstellers 
durchgef uhrt . 

iii) IFN-y-Assay 

Die Expression von Maus-IFN-y wurde unter Verwendung des 
IFN-y ELISA "Intertest-y" (Genzyme, Katalog Nr. 1557-00) 
durchgef uhrt . 

iv) GM-CSF-Assay 

Die Expressionswerte fur GM-CSF wurden mit Hilfe eines 
kommerziell erhaltlichen ELISAs ( Endogen ) bestimmt. 

j ) Testung von Komplex-Komponenten 

Um die Aussagekraft von Experimenten hinsichtlich 
Internalisierungsf ahigkeit von Liganden oder Effizienz 
von DNA-Konstrukten zu testen, wurden in Vorversuchen 
Trans fektionsversuche mit verschiedenen 

Viruspraparationen durchgef uhrt . Diese Versuche haben 
gezeigt, daS die diesbezuglich mit dl312 erhaltenen 
Ergebnxsse auf Psoralen ,/UV-inaktiviertes Adenovirus dl312 
und auf ( Psoralen/UV- inaktiviertes ) Adenovirus dl!014 
ubertragen werden konnen. In einigen Versuchen wurde 
daher stellvertretend d!312 verwendet . 
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Beispiel 1 

Gentransport in primare humane Melanomzellkulturen 

Primare humane Melanomzell-lsolate, die von zwei 
verschiedenen Patienten erhalten worden waren (HMM-1 und 
HMM-2), wurden nach verschiedenen Zeitintervallen ab 
Kulturbeginn mit Komplexen transf iziert, die folgende 
Komponenten enthielten: 1.7 x 10 10 Adenoviruspartikel 
dl312, 100 ng StreptpL, 6 ug pCMVL-DNA, 7 ug TfpL. 24 h 
nach der Transfektion wurde die Lucif eraseexpression 
bestimmt. Die Expression wurde auf der Grundlage des 
Proteingehalts der Zellysate auf 1 x 10 6 Zellen 
standardisiert. Das Ergebnis dieser Transf ektionsversuche 
ist in Fig. 1 dargestellt. 

Beispiel 2 

Bestimmung der Liganden, die bei der Aufnahme von 
Gentransf erkomplexen beteiligt sind 

Primare humane Melanomzell-lsolate der Bezeichnung HMM-1 
wurden mit 1.7 x 10 10 Adenoviruspartikeln dl312 f 
100 ng StreptpL, 6 ug pCMVL-DNA, 7 yg TfpL, 2 Wochen nach 
Beginn der Kultur transf iziert . Parallel dazu wurde die 
Transfektion in Gegenwart eines 50 molaren Uberschusses 
von freiem, eisenbeladenem Transferrin als Konkurrent um 
die Internalisierung der Tf pL-DNA-Adenovirus-Komplexe 
durchgef uhrt . Als Alternative wurden 

Transf ek tionskomplexe hergestellt, in denen das TfpL 
durch nicht konjugiertes pL ersetzt wurde (pL). Das 
Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 2 dargestellt. Es 
zeigte sich , daB der Zusatz von freiem Transferrin die 
Menge der Luci f eraseexpression verringert, was darauf 
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hindeutet, daB die Kompiexe einerseits, zumindest 
teilweise, durch Bindung an den Transf errinrezeptor 
auf genommen warden. Andererseits deutet jedoch die noch 
immer betrachtliche Genexpression, die in Gegenwart von 
freiem Transferrin gesehen wird, darauf hin, daG auch die 
Bindung an die Adenovirusrezeptoren einen groSeren 
Beit rag leistet. 

Beispiel 3 

EinfluS der Inaktivierung von Adenovirus dl312 mit 
Psoralen/UV auf die Langzei t-Toxizitat in transf izierten 
primaren Humanmelanomzellen 

3 x 10 5 HMM-1 primare humane Meianomzellen pro 6 cm 
Petrischale wurden mit Komplexen transf iziert , die 
bestanden aus 1.2 x 10 10 Adenoviruspartikeln dl312, 
1.200 ng StreptpL, 6 ug pCMVL und 6.6 ug TfpL oder 
7.5 x 10 9 8-Methoxypsoralen/UV-inaktivierten 
Adenoviruspartikeln dl312 (dl312 PI), 600 ng StreptpL, 
6 ug pCMVL und 6.6 ug TfpL (die optimale Menge von 
StreptpL fur die verschiedenen Viren war in Vorversuchen 
mirtels Titration ermittelt worden ) . Nach Tag 1, Tag 3 
und Tag 7 nach der Transfektion wurde die 
Lucif eraseexpression pro 3 x 10 5 Zellen gemessen. Der 
Effekt der 8-Methoxypsoralen/UV-Inaktivierung auf die 
Genexpression ist in Fig. 3 dargestellt. 7 Tage nach der 
Transfektion war eine starke Verringerung der 
Genexpression zu beobachten, die auch mit schweren 
zytopathischen Veranderungen in dieser Kultur 
korrelierte. Die Transfektion der Zellen mit 
8-Methoxypsoralen/UV-inaktiviertem Adenovirus verringerte 
die zytopathischen Veranderungen signifikant und fiihrte 
am 7. Tag zu lOfach hoheren Expressionswerten als das 
nicht-inaktivierte Virus. 
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Beispiel 4 

Bestimmung der Langzei tzytotoxizitat von Adenoviren 

Fibroblasten, die aus einem malignen Melanom stamnien, 
wurden rait Kombinationskomplexen, die entweder Adenovirus 
dl312 , 8-Methoxypsoralen/UV-inaktiviertes Adenovirus 
dl312 Oder Adenovirus dll014 enthielten, transf iziert . 

Die Zellen wurden mit Kompiexen transf iziert , die 
folgende Komponenten enthielten: 6 pg pCMVL-DNA, 
0.8 jjg StreptpL, 6.8 \ig TfpL und 20 pi Adenovirus dl312- 
Praparation (0.25 x 10 12 Viruspartikel pro ml) oder 
40 pi 8-Methoxypsoralen/UV-inaktivierter Adenovirus 
dl312-Praparation (0.13 x 10 12 Viruspartikel pro ml) oder 
3 yl Adenovirus dll014-Praparation (4.1 x 10 12 
Viruspartikel pro ml). 100 jjI Aliquots dieser Mischung 
bzw. , urn die in Fig. 4 angegebenen Virus:Zell- 
Verhaltnisse zu erhalten, eine 1:3 Serienverdunnung 
dieser Mischung wurden auf 3 x 10 4 Zellen pro Vertiefung 
einer Zellkulturplatte (24 Vertiefungen pro Platte) in 
500 vi 1 RPMI + 2 % FCS aufgebracht. Nach 2 h bei 37 *C 
wurde das Medium durch 2 ml RPMI + 10 % FCS ersetzt. Nach 
8 Tagen wurde das Medium entfernt und die Zellen 5 min 
lang mit 4 % Formaldehyd und 150 mM NaCl fixiert und dann 
10 min lang mit 0.1 % Kristall violett in 2 % Ethanol 
gefarbt. Daraufhin wurden die Zellen 2 x mit PBS, 1 x mit 
Wasser gewaschen und photographiert . Das Ergebnis des 
Zytotoxizitarstests 1st in Fig. 4 gezeigr: Bei einem 
Standardverhaltnis von Virus: Zellen von 10.000:1 ist 
Adenovirus di312 zytotoxisch; diese Zytc toxizi tat wird 
durch Psoraien/UV-Behandlung des Virus abgeschwacht . 
Dieselbe Menge Adenovirus d!1014 zeigte keine 
zytotoxische Wirkung auf die Zellen. 
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Beispiel 5 

Wirkung der Bestrahiung der Tumorzellen auf die 
Genexpression 

3 x 10 5 primare humane Melanomzellen der Bezeichnung 
HMM-5 bzw. der Maus-Melanomzellinie M-3 wurden mit 
Komplexen behandelt, die 3 x 10 9 8-Methoxypsoralen/UV- 
inaktivierte Adenoviruspartikel dll014, 600 ng StreptpL, 
6 ug pCMVL und 6.8 TfpL enthielten. 6 h nach der 
Transfektion wurden die Zellen mit Dosen im Bereich von 
0 - 100 Gy bestrahlt. 48 h nach der Bestrahlung wurde die 
Expression des transfizierten Lucif erasegens gemessen. 
Die in Fig. 5 angegebenen Werte stellen die 
Lucif eraseexpression in Lichteinheiten pro ug Protein im 
Zellysat dar. 



Beispiel 6 



EinfluB der Piasmidkonzentration auf die Genexpression 

3 x 10° M-3 Maus-Melanomzellen wurden mit Komplexen, 
bestehend aus 8.6 x 10 9 8-Methoxypsoralen/UV- 
inaktivierten Adenoviruspartikeln d!1014, 400 ng 
StreptpL, 6 ug DNA und 5.1 pg TfpL transf iziert . Die 
Komplexe wurden mit Plasmidkombinationen (pCMVL/pSP = 
pSP65 Boehringer Mannheim; pSVEmu-lFN-y ; I FN-y /pBCMGneo- 
mIL-2) bei verschiedenen Mengenverhaltnissen der Plasmid 
transf iziert . Die Mengenverhaltnisse der Plasmide sowie 
die erhaltenen Genexpressionswerte sind Tabelle Z sowie 
Fig. 6 ( Lucif eraseexpression ) und Fig. 7 ( IFN-y/ : l-2 ) 
entnehmbar . 
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Beispiel 7 

Verlust der Tumorigenizitat transf izierter Maus- 
Melanomzellen 

M-3 Maus-Melanomzellen (3 x 10 5 Zellen pro 6 cm 
Petrischale) wurden mit 2 x 10 9 Adenoviruspartikeln 
dl312, 250 ng StreptpL, 6 pg Plasmid-DNA (enthaltend die 
Maus-IL-2- oder die Maus-IFN-y-Sequenz ) und 7.5 yg TfpL 
transf iziert . 4 h nach der Transf ektion wurden die Zellen 
2 x mit Ham's F10 Kulturmedium ohne Serum gewaschen. 
AnschlieSend wurden je 1 x 10 5 Zellen subkutan in den 
Rucken von 6 anasthesierten DBA/2 Mausen verabreicht . Zur 
Kontrolle erhielt eine weitere Gruppe von 6 DBA/2 Mausen 
1 x 10 5 M-3 Zellen, die nicht transfiziert worden waren. 
Das Tumorwachstum an der In jektionsstelle wurde 
wbchentlich kontrolliert . Fig. 8 zeigt den Verlauf der 
Tumorbildung . 

Beispiel 8 

Induktion einer systemischen Immunantwort gegen Melanom 
durch Immunisierung mit zytokintransf izierten , 
bestrahlten Tumorzellen ( H Prophylaktisches Mausmodell" ) 

a) M-3 Melanomzellen (3 x 10 5 Zellen pro T25 
Kulturf lasche ) wurden mit 3 x 10 9 8-Methoxypsoralen/LTV 
aktivierten Adenoviruspartikeln dll014, 6 ng StreptpL, 
6 jjg IL-2 Plasmid-DNA oder pSP Plasmid-DNA, die kein cDNA 
Insert enthalt und daher nicht zur Expression eines 
Genproduktes in den transf izierten Zellen fuhrt, und 
6.8 pg TfpL transfiziert. 4 h nach der Transfektion 
wurden die Trans f ek tionskomplexe entfernt und frisches, 
Serum enthaltendes Medium hinzugefugt. Darin wurden die 
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Zellen 6 h nach der Transfektion mit Rontgenstrahlen 
einer Dosis von 20 Gy bestrahlt und weitere 18 h 
kultiviert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen 
trypsinisiert und 2 x mit Earl's gepufferter Salzlosung 
( EBSS ) gewaschen und die Kultur auf eine Konzentration 
von 1 x 106 Zellen pro ml eingestellt. Anasthesierte 
DBA/2 Mause wurden mit 1 x 10 5 Zellen, die subkutan in 
den Riicken verabreicht wurden, immunisiert. Parallel dazu 
wurde eine Gruppe von 6 Mausen mit nicht-transf izierten 
M-3 Zellen immunisiert , die bestrahlt und weiter 
behandelt worden waren wie die transf izierten Zellen. 
Eine Woche nach den ersten Immunisierungen erhielten die 
MSuse Booster immunisierungen mit Zellzubereitungen, wie 
sie fiir die ersten Immunisierungen verwendet worden 
waren . Nach einer weiteren Woche wurden die Tiere der 
hochtumorigenen Dosis von 1 x 10^ M-3 Zellen ausgesetzt, 
die an einer Stelle appliziert wurde, die von den 
f ruheren Immunisierungsstellen entf ernt lag . Zusatzlich 
wurden 4 Mause, die nicht immunisiert worden waren, auf 
gleiche Art den tumorigenen Zellen ausgesetzt. 8 Wochen 
nach der Tumorzellimplantation hatten alle (4/4) nicht 
immunisiert en Tiere Tumore entwickelt , wahrend alle 
Mause, die mit den bestrahlten, IL-2 transf izierten 
M-3 Zellen immunisiert worden waren, f rei von Tumor en 
waren (0 Tumore in 5 Tieren). Die Mause, die mit 
bestrahlten, nicht transf izierten M-3 Zellen und mit 
bestrahlten M-3 Zellen, die mit einem "leeren" Plasmid 
(pSP) transf iziert worden waren, waren nur teilweise 
geschiitzt (4 von 6 Mausen entwickelten Tumore). Die 
Entwicklung der Tumore in den Tieren ist in Tabelle II 
und in Fig. 9 zusammengef aBt . Die erhaltenen Ergebnisse 
zeigen , daB die Immunisierung von Mausen mit IL-2 
trans f iz ier ten , bestrahlten Tumor zellen eine systemische 
Immunantwort induziert, die die Tiere vor weiterer 
Tumorentwickiung schutzt . 
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b) In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Mause 
nach demselben Immunisierungsprotokoll mit bestrahlten 
M-3 Zellen behandelt, die mit Kompiexen transfiziert 
worden waren, die 3 x 10 9 8 -Methoxypsoralen/UV- 
inaktivierte Adenoviruspartikel (311014, 600 ng StreptpL, 
a) 6 yg IL-2 Plasmid pBCMGneo-mIL-2 (IL-2 100 %), b) 
5.4 jjg pSP Plasmid und 0.6 pg IL-2 Plasmid (IL-2 10 %), 

c) 5.4 \ig IL-2 Plasmid und 0.6 \ig IFN-y Plasmid 

(IL-2 90 % - IFN-y 10 %) oder d) 5.4 yg pSP Plasmid und 
0.6 pg IFN-y Plasmid (IFN-y 10 %), und 4.7 jjg TfpL 
enthielten. Daruberhinaus wurde eine Gruppe von Mausen 
mit bestrahlten M-3 Zellen immunisiert, die transfiziert 
worden waren mit 3.6 x 10 9 inaktivierten 
Adenoviruspartikeln dl312, 600 ng StreptpL, 6 jjg IL-2 
Plasmid und 4.7 pg TfpL (IL-2 100 % dl312 ) . Eine Woche 
nach der Boosterinj ektion wurden den immunisierten Tieren 
und, zur Kontrolle, auch den nicht-immunisierten Tieren 
1 x 10 5 M-3 Zellen implantiert. Die Entwicklung der 
Tumore ist in Tabelle III zusammengef aBt . 

c ) Nach demselben Immunisierungsprotokoll wie in 
den vorangegangenen Versuchen wurden die Mause mit 
bestrahlten M-3 Zellen behandelt, die transfiziert 
worden waren mit Kompiexen, enthaltend 3 x 10 9 
8-Methoxypsoralen/UV-inaktivierte Adenoviruspartikel 
dll014, 600 ng StreptpL, a ) 6 pg IL-2 Plasmid = 100 % 
IL-2, b) 5.76 \ig pSP Plasmid und 0.24 pg IL-2 Plasmid = 
4 % IL-2, oder c) 6 pg pSP Plasmid und 4.7 \ig TfpL. Die 
Produktion von IL-2 durch die transf izierten, bestrahlten 
Zellen wurde am Tag der Immunisierung gemessen: 
M-3 Zellen, die mit 100 % IL-2 Plasmid transfiziert 
worden waren, produzierten 33.000 Einheiten IL-2 pro 
1 x 10 6 Zellen und 24 h, wahrend M-3 Zellen, transfiziert 
mit 4 % IL-2 Plasmid, 396 Einheiten IL-2 pro 1 x 10 6 
Zellen und 2 4 h Droduzisrtsn . Eine Woche nach de"~ 
Boosterinj ektion wurden in die immunisierten Tiere und, 
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zur Kontrolle auch in die nicht-immunisierten Tiere 
1 x 10 5 M-3 Zellen impiantiert. Um mehr Information uber 
das AusmaS der Immunantwort zu bekommen, die durch die 
Immunisierungen bei Verwendung verschiedener Mengen 
IL-2 Plasmid induziert wird, wurden weiteren Gruppen von 
Mausen 3 x 10 5 M-3 Zellen bzw. 1 x 10 6 M-3 Zellen 
impiantiert. Um zu zeigen, daS die Immunantwort 
tumorspezif isch ist, wurden einer Gruppe von Mausen die 
mit 100 % IL-2 transfizierten, bestrahlten M-3 Zellen 
immunisiert worden war, 1 x 10 5 syngenetische 
Plattenepithelkarzinomzellen KLN 205 ( ATCC No. CRL 1453) 
impiantiert. Die Entwicklung der Tumore ist in Tabelle IV 
gezeigt . 

Beispiel 9 

Gentransfer in Zellen einer epidermoiden Karzinomzellinie 

KB-Zellen wurden in einer Dichte von 400000 Zellen pro 
6 cm Schalen gezuchtet und mit verschiedenen Komplexen 
transf iziert , die 2.5 x 10 9 Adenoviruspartikel dl312, 
200 ng StreptpL, 6 yg pCMVL-DNA und wahlweise 3.8 yg 
Polylysin, 3.8 y EGF-pL ( Menge auf Polylysingehalt 
bezogen), oder 6 yg TfpL enthielten. Die Komplexe 
(je 500 yl) wurden mit 1.5 ml Medium entweder mit oder 
ohne 2 % FCS gemischt. In Kompetitionsexperimenten wurden 
noch je 1 yg EGF zu der Mischung aus Komplexen und Medium 
zugegeben. Die Komplexe mit Medium wurden zu den Zellen 
zugegeben. Nach 2 h Inkubation bei 37 "C wurde das Medium 
entfernt und frisches, Serum enthaltendes Medium 
beigegeben . 

Ernten der Zellen nach 24 h und Luci f eraseassay gab 
folgendes Ergebnis (Fig. 10A: Experiment mit 2 % FCS, 
Fig. 10B: Experiment ohne FCS): Fig. 10A: Mit EGFpL wurde 
ein Wert von 20845000 Lichteinheiten erhalten; dieser 
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Wert war erheblich hoher als mit TfpL (3970000) oder 
Polylysin ( plys 10550000). Im Korapetitionsversuch mit 
freiem EGF wurde im Gegensatz zu den Experimenten mit 
TfpL (TfpL+EGF 12350000 Lichteinheiten) oder Polylysin 
(pLys+EGF 14055000) die erwartete Verringerung des 
Signals ( EGFpL+EGF 14150000) gefunden. Dies zeigt, daB 
der verstarkte Gentransfer Liganden-spezif isch iiber den 
EGF-Rezeptor verlauft. Im Experiment ohne FCS (Fig. 10B) 
war der Effekt von EGFpL noch ausgepragter ( EGFpL 
15150000 , TfpL 2000000, pLys 5100000, EGFpL+EGF 5900000 
Lichteinheiten). Die Expressionswerte beziehen sich auf 
50 % der Zellen. 

Analog wurden KB-Zellen mit Komplexen transf iziert , die 

5 x 10^ 8-Methoxypsoralen/UV-inaktivierte 
Adenoviruspartikel dll014 enthielten; es wurden 
vergleichbare Lucif eraseexpressionswerte erhalten . 

Beispiel 10 

IL-2 Expression unter Verwendung verschiedener Vektoren 
a) M-3 Zellen 

3 x 10^ M-3 Zellen wurden mit verschiedenen 
Plasmidkonstruk-ten, die als Bestandteil ternarer Komplexe 
vorlagen, transf iziert . 3 yl Adenovirus dl312 
Preparation, 0.3 ul (ca. 200 ng ) StreptpL, 6 yg TfpL und 

6 ug Plasmid-DNA ( BCMGneo-mIL-2 , pWS2m, BMGneo-mIL-2 oder 
pCM2 ) wurden mit HBS auf ein Gesamtvolumen von 500 pi 
gebracht . 

Fur die Versuche mit 8-Methoxypsoralen/UV- inaktiviertem 
Adenovirus d 1 1 0 1 4 wurden f o Icjende Transf ektionskomplexe 
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eingesetzt: 9 pi Viruspraparation, 600 ng Streptpl, 
6 pg TfpL, 6 yg BCMGneo-mIL-2 . 

Nach den in der Fig. 11 angegebenen Zeitabstanden wurde 
die IL-2 Aktivitat bestimmt. Fur BCMGneo-mIL-2 wurden 
auBerdem nach 48 Stunden 64.000 Einheiten und nach 
28 Tagen 7.128 Einheiten erhalten (nicht in der Fig. 
gezeigt). Fur pCM2 wurden nach 48 Stunden 3.227 Einheiten 
und nach 28 Tagen 950 Einheiten erhalten, fur BMGneo-mlL- 
2 nach 24 Stunden 396 Einheiten, nach 48 Stunden 
604 Einheiten, nach 7 Tagen 297 Einheiten und nach 
14 Tagen 264 Einheiten (nicht in der Fig. gezeigt). 

b ) Fibroblasten 

Primare humane Fibroblasten wurden wie in a) mit IL-2 
Konstrukten transfiziert und die IL-2 Expression an den 
in der Fig. 12 angegebenen Tagen nach der Transfektion 
bestimmt. Die Zusammensetzung des Transf ektionsmediums 
war fur BCMGneo-mIL- 2 dieselbe wie fur M-3 Zelien; ein 
identischer Transf ektionskomplex wurde fur BMGneo-mIL-2 
hergestellt . 

Beispiel 11 

Melanomzellen, die auf ihrer Oberflache HSA exprimieren, 
stimulieren eine Immunantwort mit Schutzwirkung gegen 
nicht -modif izierte Tumor zellen 

M3-Zellen wurden in Kam's F12-Medium plus 
12.5 % Pferdeserum, 2.5 % FCS auf Gelatine-uberzogenen 
Plastikschalen gezuchtet. 2- h vor der Transfektion 
wurden die Zellen zu 3 x 1Q 5 in eine 25 cm 2 Kulturf lasche 
plattiert. Die Trans fektionskomplexe fur diese Zellmenge 
wurden hergestellt, indem 9 pi biot inyliertes , 
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8-Methoxypsoralen/UV-inaktiviertes Adenovirus dlI014 
(1.4 x 10 12 ?artikel/ml), 5.2 ug Transf errin-Polylysin , 
800 ng Streptavidin-Polylysin und 6 ug der jeweiligen 
Plasmid-DNA (pSP, pWS2m in ^Combination nit pSP, pHSA in 
^Combination mit pSP bzw. IL-2 in Kombination mit pHSA ) in 
einem Gesamtvolumen von 500 pi vereinigt wurden. Dieses 
Volumen wurde jeder Kulturf lasche in 2 ml Ham's F12 
Medium plus 12.5 % Pf erdeserum/2 . 5 % FCS zugegeben. Nach 
einer zweistiindigen Inkubation bei 37 *C wurden das Medium 
durch frisches Medium ersetzt und die Zellen bestrahit 
(20 Gy). 24 h nach der Transf ektion wurden die Zellen 
trypsinisiert , 2 x mit HBSS (Hank's Buffered Saline 
Salts) gewaschen, gezahlt und zu 100.000 Zellen in 100 ul 
HBSS wieder aufgenommen. Diese Zellen bildeten das 
Vakzin, das innerhalb von 60 min fur die Injektion in die 
Empf angermause verwendet wurde. 

Die Mause wurden injiziert, wie in den vorangegangenen 
Beispielen beschrieben. Es wurden im Abstand von einer 
Woche zwei getrennte Vakzininjektionen mit je 
100.000 Zellen an zwei verschiedenen Stellen des Riickens 
durchgefuhrt. Eine Woche nach der zweiten Injektion 
wurden die Mause mit 300.000 nicht-modif izierten, nicht- 
bestrahlten M3-Zellen in 300 ul HBSS an einer dritten 
Stelle des Ruckens injiziert. Die Entwicklung der Tumore 
wurde in einwochigen Abstanden kontrolliert . 

Fig. 13 zeigt das Ergebnis dieser Versuche ( auf der 
Abszisse ist die Anzahl der Tage angegeben, auf der 
Ordinate die TumorgrdSe in mm 3 . Die Zahlen neben den 
Endpunkten bedeuten die Anzahl der Mause mit Tumoren im 
Vergleich zur Gesamtzahl der Mause in jeder Gruppe. 
pSP: 6 pg pSP; 80 IL-2/20 pSP: 4.8 ug pWS2m plus 
1.2 pg pSP; 20 HSA/80 pSP: 1.2 pg pHSA plus 4.8 ug pSF; 
80 IL-2/20 HSA: 4.8 ug pWS2m plus 1.2 ug pHSA ) : Die 
Impfung mit bestrahlten, mit dem Leervektor pSP 
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transfizierter. M3-Zellen schutzte nicht gegen 
Tumor wachs turn; in 4 von 6 Mausen wurden betrachtiiche 
Tumormassen gebildet. Die IL-2 produzierenden Zeiien 
bewirkten einen nur maBigen Ruckgang der Tumore bei alien 
Mausen in der Gruppe (3/3), die Tumore entwickelte. 
(Dieser Effekt ist darauf zuruckzufiihren, daS die 
Versuchsbedingungen im Hinbiick auf die Testung der 
vorteilhaften Wirkung von HSA gewahlt wurden, indem Mause 
eingesetzt wurden, denen die dreifache Dosis von 
Tumorzellen bei einer verringerten Dosis von IL-2-DNA 
verabreicht wurde. ) Im Gegensatz dazu zeigten die Mause, 
die mit HSA exprimierenden M3-Zellen geimpft worden 
waren, ein srark unterdrucktes Tumorwachstum. Die Mause, 
die eine Impfung mit sowohl HSA ais auch IL-2 
exprimierenden M3-Zellen erhalten hatten, entwickelten 
mit stark verminderter Haufigkeit Tumore (2 von 6), und 
die gebildeten Tumore waren klein im Vergleich zu den 
Kontrolltumoren (Impfung mit pSP- transf izierten Zellen); 
die durchschnittliche GrbSe betrug 18 mm 3 i m Vergleich zu 
1149 mm 3 . 



Beispiel 12 

Melanomzellen, die auf ihrer Oberflache das Rabies- 
Neoantigen exprimieren, stimulieren eine Inununantwort mit 
Schutzwirkung gegen nicht modifizierte Tumorzellen. 

M3-Zellen wurden, wie im Beispiel 11 beschrieben, 
behandelt und transf iziert . Lediglich die Einwirkungszeit 
der Transf ektionskomplexe , die genauso wie im Beispiel 11 
hergestellt wurden (6 ug Plasmid-DNA) auf die Zellen 
betrug vier ansteiie von zwei Stunden. Die Injektionen in 
die Mause wurden ebenfalls analog zu Beispiel 11 
durchgefuhrt, mit dem Unterschied, da3 der Abstand 
zwischen den Injektionen von einer auf zwei Wochen 
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verlangert wurde und das Injektionsvolumen immer 100 ul 
betrug . 

Fig. 14 zeigt das Ergebnis der Versuche, der Aufbau der 
Graphik 1st analog zu Fig. 13 gehalten. Die 
pSP-Negativkontrolle zeigt das erwartete, betrachtliche 
Tumorwachstum. Die Positivkontrolle , bei der nur pWS2m 
(=100 % IL-2 ) transfiziert wurde, zeigt vollstandigen 
Schutz; die transf izierten Zellen produzierten in den 
24 h nach der Transfektion und vor der Injektion 
45.000 IL-2 Einheiten/10 6 Zellen. Bei der Gruppe Mause, 
die nur 50 % pWS2m erhalten hatten (mit 50 % Leervektor 
pSP) war ein unvollstandiger Schutz zu beobachten. Dieser 
wurde signifikant verbessert, wenn anstelle des 
Leervektors das Rabiesexpressionsplasmid pWS-RABIES 
co-transf iziert wurde. Ein schwaches Tumorwachstum 
zwischen Woche 2 und 4 ging ab Woche 5 zuriick. 

Beispiel 13 

Vergleich verschiedener Methoden zur Inaktivierung von 
Adenoviren 

Es wurden im Rahmen dieses Beispiels verschiedene 
Methoden angewendet und hinsichtlich der Reduktion des 
Virustiters und der Fahigkeit der inaktivierten Viren, 
den Gentransfer uber Rezeptor-vermittelte Endozytose zu 
verstarken, verglichen. Ferner wurde untersucht, welche 
Virusgene durch die Inaktivierung ausgeschaltet werden. 

a) Testung der Inaktivierung von Adenoviren mit 
8 -Met hoxy psoralen 



i ) Inaktivierung der Viren 
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Proben von biotinyliertem Adenovirus dll014 (300 in 
HBS/40 % Glycerin wurden in die 4 Vertiefungen einer 
Zelikulturschaie (NUNC, Katalog Nr. 176740) gegeben. 
Aliquots von 33 mg/ml 8-Methoxypsoralen in DMSO wurden 
den Viren beigegeben, so daS die gewiinschten 
Endkonzentrationen erhalten wurden. Die Proben wurden mit 
geschlossenem Deckel auf Eis gegeben und wie unter e) iv) 
bei den Methoden beschrieben, 25 min lang UV bestrahlt, 
wobei die Position der Probenplatte alle 10 min verandert 
wurde, urn Schatten zu vermeiden. Nicht reagiertes 
Psoralen wurde mittels Gelf iltration entfernt: dazu wurde 
die Virus/Psoralenprobe ( 2 ml ) auf eine Pharmacia 
PD-10-Gelf iitrationssaule ( vorequilibriert mit 
30 ml HBS/40 % Glycerin) aufgebracht. Die Probe mit 
0.5 ml HBS/40 % Glycerin in die SMule gewaschen und das 
Virus mit HBS/40 % Glycerin eluiert, wobei die ersten 
400 jjI verworfen und die folgenden 4 ml in 0 . 5 ml 
Fraktionen gesammelt wurden. Urn die Virusf raktionen zu 
identif izieren, wurde ein Ninhydrinassay durchgef uhrt , 
die positiven Fraktionen vereinigt, die 

Proteinkonzentration gemessen und das Virus in Aliquots 
bei -70 # C tief gef roren. 

ii) Titration von 8-Methoxypsoralen (CPE gegenuber 
Gentransf er ) 

Die Titrationen wurden durchgef uhrt , urn die optimale 
Psoralenkonzentration f estzustellen , die bei 
vollstandiger Virusinaktivierung die DNA- 
Transportkapazitat des Virus nicht beeintrachtigt . 
( Es gibt Berichte, wonach eine schlechte 
Inaktivierungsleistung erzielt wird, wenn Psoralene in 
Konzentrationen nahe der Sattigung eingesetzt werden, 
wahrend wesentlich bessere Leistungen bei niedrigeren 
Konzentrationen erzielt werden. Dies konnte entweder auf 
ein Kristallisationsphanomen, welches die Verbindung aus 



WO 94/21808 




PCT/EP94/00859 



63 



der Losung entfernt, oder auf einen Filtereffekt 
zuriickgef iihrt werden, letzteres weil hohe Konzentrationen 
von nicht-gebundenen Verbindungen die UV-Strahlung 
absorbieren und somit die Aktivierung von DNA-gebundenem 
Material durch UV blockieren. ) 

Der CPE-Assay ( "Zytopathischer Endpunktassay" oder 
"Cytopathic Effect Assay"; Precious und Russell, 1985) 
zur Bestimmung des Virustiters wurde unter Verwendung von 
W162-Zellen, die zu 50.000 Zellen/ Vertief ung auf Platten 
mit 24 Vertief ungen ausgebracht wurden, durchgef iihrt . 
Die Serienverdtinnungen der Proben wurden in DMEM/2 % 
hitzeinaktiviertes Pferdeserum vorgenommen und das 
verdunnte Virus in 500 ul DMEM/2 % hitzeinaktiviertes 
Pferdeserum auf die Zellen aufgebracht. Nach einer 
zweistlindigen Inkubation bei 37 'C wurde das Medium durch 
frisches DMEM/10 % FCS ersetzt. Nach 4 bis 5 Tagen bei 
37 # C wurden die Zellen mit Formaldehyd fixiert und mit 
Kristallviolett gef arbt . 

Die Eignung der Inaktivierungsmethode im Hinblick auf den 
Gentransfer wurde anhand des imports des Lucif erasegens 
in K562-Zellen ( ATCC No. CCL 243) getestet. Die 
Transf ektionen mit Hilfe von Kombinationskomplexen wurden 
durchgef uhrt, wie in der WO 93/07283 beschrieben, wobei 
9 ul Adenovirus dll014 (1.4 x 10 12 Partikel/ml) bzw. bei 
Inaktivierung mit (3-Propiolacton 13.5 ul (9.3 x 10 11 
Partikel/ml ) , 300 ng Streptavidin-Polylysin, 6 ug pCMVL- 
DNA und 5.2 ug Transf errin-Polylysin in 500 ul HBS 
verwendet wurden (die Komplexe wurden hergestellt, wie 
bei den Methoden unter f) beschrieben). AuSerdem wurde 
der relative Titer jeder Viruszubereitung mittels CPE- 
Assay auf W162-Zellen bestimmt. Das Ergebnis dieser 
Titrationen 1st in Fig. 15 dargestellt: die Ziffern links 
in der Figur beziehen sich auf den relativen Virustiter 
(gefullte Dreiecke), die Ziffern rechts in der Figur 
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beziehen sich auf Lucif eraselichteinheiten (offene 
Quadrate). Auf der Abszisse 1st die Konzentration von 
8-Methoxypscraien in mg/ml aufgetragen. Es zeigte sich, 
daB eine Behandlung des Virus mit 0.11 mg/ml 8- 
Methoxypsoralen eine Verringerung des Titers hervorruft, 
die sich von der in Vorversuchen mit einer Konzentration 
von 0.33 mg/ml verursachten nicht unterscheidet . Die DNA- 
Transportaktivitat wird bei dieser Konzentration 
beibehalten. Unter den gewahlten Bedingungen war eine 
8-Methoxypsoralen-Konzentration von 0.033 mg unwirksam. 
(Die empf indlichere Analyse mittels Plaque-Assay, 
s. Fig. 19, ergab, daS Konzentrationen von 0.11 und 
0.33 mg/ml 8-Methoxypsoralen vergleichbare Abnahmen im 
Virustiter hervorrufen. ) 

b) Testung der Inaktivierung von Adenoviren mit 
4 ' -Aminomethyl-4, 5 " , 8- trimethylpsoralen 

i ) Inaktivierung der Viren 

Das weniger hydrophobe Psoralenderivat 4 " -Aminomethyl - 
4 , 5 * , 8- trimethylpsoralen ist geladen; es interagiert mit 
und inaktiviert in der Folge davon einzelstrangige 
RNA-Viren ebenso wie DNA-Viren und ist zu 5 mg/ml in 
wassrigen Losungen losbar. Das eingesetzte 
4 * -Aminomethyl-4 , 5 * , 8- trimethylpsoralen wurde von H.R.I. 
(Katalog Nr. 6) bezogen und zu 5 mg/ml in HBS aufgelost. 
Nachdem Aliquots davon den Virusproben beigegeben worden 
waren, wurden die Inaktivierung des Virus und die 
Reinigung analog wie fur 8-Methoxypsoralen durchgef uhrt . 

ii ) Titration von 4 ' -Aminomethyl - 4 , 5 ' , 
8-trimethylpsoralen (CPE gegenuber Gentransfer) 

Die Titrationen wurden durchgef uhrt , genau wie unter 
a) ii) fur 8-Methoxypsoralen beschrieben. Das Ergebnis 
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dieser Titrationen ist in Fig. 16 dargestellt: die 
Ziffern links in der Figur beziehan sich auf den 
relativen Virustiter (gefullte Dreiecke ) , die Ziffern 
rechts in der Figur beziehen sich auf 
Lucif eraselichteinheiten (offene Quadrate). Auf der 
Abszisse ist die Konzentration von 4 " -Aminomethyl-4 , 5 * , 8- 
t rime thy 1 psoralen in jjg/ml auf getragen . Mit 
0.3 und 1 mg/ml 4 * -Aminomethyl-4 , 5 *, 8- trimethylpsoralen 
wurden Bedingungen gefunden, die einen Titerabfall von 
mindestens 5 log hervorruf en, wahrend die Ef f izienz des 
DMA-Transfers beibehalten wird. Niedrigere 
Konzentrationen von 4 ' -Aminomethyl-4 , 5 ' , 

8- trimethylpsoralen (<0.1 mg/ml) rufen einen nur maSigen 

Abfall des Virustiters hervor. Der Plaque-Assay 

(s. Fig. 19) zeigte ebenfalls, daS Konzentrationen von 

ca. 1.0 und 0.3 mg/ml 4 ' -Aminomethyl -4 , 5 " , 

8- trimethylpsoralen Verringerungen des Virustiters 

hervorrufen, die von den mit 0.11 und 0.33 mg/ml 

8-Methoxypsoralen bewirkten nicht unterscheidbar sind. 

Die Gentransf erkapazitat des inaktivierten Virus wurde 

bestimmt, wie unter a) ii ) beschrieben. AuSerdem wurde 

der relative Titer jeder Viruszuberei tung mittels 

CPE-Assay auf W162-Zellen bestimmt. 



c) Testung der Inaktivierung von Adenoviren mit 
P-Propiol acton 



i ) Inaktivierung der Viren 



Die Virusproben wurden auf 0.3 M HEPES, pH 7.9 
eingestellt, bevor die lOfach konzentrierten 

Prop iol acton- Losungen zugegeben wurden . Konzentrierte 
Prop iol acton -Losungen wurden hergestell t , indem 
(3-Propiolacton (Sigma, Katalog Nr. P5648 ) umnittelbar vor 

j_ t-i t^i v_ a 1 uij. t_ ii^O VCiUUIlilL WUL UC . i_ CD W UJ- UCH 

Kontrollversuche durchgef uhrt , urn zu zeigen, daB 
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0.3 M HEPES , pH 7.9 ausreichend war, urn die 
(3-Propiolacron-Behandlung bei 1 % abzupuffern. Aliquots 
von (3- Prop iol acton wurden bei Raumtemperatur den 
gepufferten Viruslosungen beigegeben, dann wurden die 
Virusproben 4 h lang bei Raumtemperatur inkubiert , bevor 
sie entweder bei -70 m C gelagert oder fur die 
Transf ektionsexperimente verwendet wurden . 

ii ) Titration von 3-Propiolacton (CPE gegenuber 
Gentransf er ) 

Die Adenoviren wurden 4 h lang bei Raumtemperatur 
verschiedenen Konzentrationen von |3-Propiolacton 
ausgesetzt. Im ubrigen wurden die Versuche durchgef uhrt , 
wie fur die Psoralenderivate beschrieben. Es zeigte sich 
(Fig. 17), daS die Behandlung mit 0-3 % p-Propiolacton 
einen Abfall des Virustiters urn beinahe 5 log herruft, 
wahrend die DNA-Transportaktivitat beibehalten wird. 
Konzentrationen von 1 % und hoher bewirken einen noch 
starkeren Titerabfall, wobei sich jedoch auch der DNA- 
Transport verschlechtert. (Die Ziffern links in der Figur 
beziehen sich auf den relativen Virustiter ( gef ullte 
Dreiecke), die Ziffern rechts in der Figur beziehen sich 
auf Lucif eraselichteinheiten ( of f ene Quadrate). Auf der 
Abszisse ist die Konzentration von (3-Propiolacton in % 
aufgetragen. ) 

iii ) Gentransf erkapazitat des Adenovirus nach mehreren 
3-Propiolacton-Behandlungen bei niedriger Konzentration 

Die in ii ) beobachtete starke Abnahme der DNA- 

Transf erakti vitat mit Konzentrationen zwischen 

0.3 % und 1 % p-Propiolacton iieS vermuten, daS bei der 

niedrigeren Konzentration eine Modifikation bevorzugt von 

viralen Nukleinsauren auftritt, wahrend das Mittel bei 

den hbheren Konzentrationen die Kaps idproteine zu 
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modif izieren und die endosomolytische Aktivitat des Virus 
zu schadigen beginnt. Um die Richtigkeit dieser Vermutjng 
zu prufen, wurden die Adenoviren mit mehreren Aliquots 
von niedrigeren (<0.3 %) p-Propiolacton-Konzentrationen 
behandelt, in der Hoffnung, dadurch bevorzugt eine 
Modif ikation der Virus-DNA zu bewirken, ohne das 
Virusprotein zu schadigen. Dazu wurden Virusproben mit 
einer Gabe fi-Propiolacton zu 0.3 %, zwei Gaben 
(3-Propiolacton zu 0.3 %, drei Gaben von 3-Propiolacton zu 
0.2 %, vier Gaben von (i-Propiolacton zu 0.15 % Oder mit 
einer Gabe von (3-Propiolacton zu 1 % behandelt. Die 
Gentransf eraktivitat dieser Viruspraparationen, die in 
Kombinationskomplexe eingebaut wurden, wie unter f) 
beschrieben, wurde mit K562-Zellen getestet, wie oben 
beschrieben. Wie in Fig. 18 gezeigt ist, verursachten 
auSer der 1 % Probe alle Behandlungen einen Abfall der 
Gentransf erkapazitat von weniger als 1 log. Die 
Behandlung mit 1 % (3-Propiolacton verursachte einen 
Abfall von mehr als 2 log. (Probe 1: nicht-inaktiviertes 
Virus. Probe 2: Inaktivierung mit 0.11 mg/ml 
8-Methoxypsoralen. Probe 3: Inaktivierung mit 0.3 % 
(3-Propiolacton. Probe 4: Inaktivierung mit 2 x 0.3 % 
P-Propiolacton. Probe 5: Inaktivierung mit 3 x 0.2 % 
3-Propiolacton. Probe 6: Inaktivierung mit 4 x 0.15 % 
p-Propiolacton. Probe 7: Inaktivierung mit 1 % 
P-Propiolacton. Die Zahlen bei den Balken bedeuten 
Lucif eraselichteinheiten. ) 

d) Bestimmung der Replikationsf ahigkei t inaktivierter 
Adenoviren mitt els Plaque -Assay 

i) Vergleich der Plaque- Assays von Adenovirus dll014 / 
maktiviert mit 8-Methoxypsoralen, fi-Pr opiolacron oder 
4 ' -Ammomethyl-4 , 5 ' , 8-trimethyIpsoralen 
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Der Plaque-Assay dient einer empf indlicheren Bestimmung 
der Replikaticnsfahigkeit des Virus: Adenovirus 5 
benotigt das Eindringen von 10 bis 50 Viruspartikeln, um 
eine infizierte Zelle zu erzeugen. Der im folgenden 
dargestellte CPE-Assay mi£t die Fahigkeit chemisch 
inaktivierter Viren, eine zytopathische Virusinf ektion 
auszulosen, was aber die Infektion von mindestens 10 % 
der Zielpopulation erfordert, um wahrend der vier Tage, 
die der Assay dauert, nachgewiesen werden zu konnen. 
Dieser Assay erlaubt somit den Nachweis von 
50.000 Viruspartikeln. Demgegeniiber kann unter optimalen 
Bedingungen mit Hilfe des Plaque-Assays ein einzelner 
Plaque nachgewiesen werden, der als Folge des Eindringens 
von 10 bis 50 Viren entstanden ist; der Test ist also ca . 
1.000 x empf indlicher als der CPE-Assay. 

Fur die im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefuhrten Plaque-Assays wurde die folgende Methode 
angewendet: W126-Zellen wurden 18 h vor Beginn des Assays 
zu 500.000 Zellen pro Vertiefung einer Platte mit 
6 Vertiefungen ausplattiert . Dann wurde das Medium 
entfernt und durch frisches Medium (2 % Pf erdeserum/DMEM ) 
plus die jeweilige Virusverdiinnung ersetzt, wobei das 
Virus gleichmaSig auf alle Zellen verteilt wurde. 
Daraufhin wurden die Platten 1.5 h lang bei 37 'C 
inkubiert, wobei die Platte alle 20 min vorsichtig 
geschwenkt wurde. Inzwischen wurde eine 2X Agaroselosung 
(2 % (2 g/100 ml) SeaPlaque-Agarose niedriger 
Geliertemperatur ( FMC Katalog Nr. 5010), in 5 mM HEPES 
pH 7.4, vor dem 25 minutigen Autoklavieren pH- 
eingestellt) auf 70 # C erhitzt, um die Agarose zu 
schmelzen und anschlieBend bei 37 # C equilibr iert . Auf 
ahnliche Weise wurde eine 2X DMEM/10 % FCS-Lbsung 
hergestellt (doppelte Konzentration DMEM/doppelte 
Konzentration Penicillin/Streptomycin/doppelte 
Konzentration Glutamin/10 % FCS ( hitzeinaktiviert bei 
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56 *C, 30 min ) ) . Am Ende der 1.5 stiindigen Inkubation der 
Zellen mit den Virus wurde ein 50 ml Batch einer 
Uberschichtung (25 ml 2X Agarose + 25 ml 2X DMEM/10 % FCS 
in einem 50 ml Falcon-Rohrchen) hergestellt. Die 
Medium/Virus-Losung wurde von einer Platte entfernt und 
je 3.5 ml Uberschichtung in jede Vertiefung gegeben. Dann 
wurden die Flatten mindestens 30 min lang ungestort bei 
Raumtemperatur stehengelassen, urn die Agarose zu harten, 
bevor sie wieder bei 37*C inkubiert wurden. Am sechsten 
Tag nach der Viruszugabe wurde jede Vertiefung mit 
weiteren 2-3 ml der Uberschichtungslbsung uberschichtet . 
Bei dieser Vorgangsweise werden die Plaques normalerweise 
am siebenten bis zehnten Tag sichtbar. Die Plaques wurden 
jeweils am vierzehnten bis achtzehnten Tag nach der 
Inf ektion gezahlt . 

Die Testung verschiedener inaktivierter 

Viruspraparationen mittels Plaque-Assay ergab, daS die 
P-Propiolacton-Behandlung (2 x 0.3 %) einen Abfall im 
Virustiter urn ca. 5 log bewirkt (Fig. 19: Probe 1: nicht- 
aktiviertes Virus, Probe 2: Inaktivierung mit 0.33 ug/ml 
8-Methoxypsoralen, Probe 3: Inaktivierung mit 0.11 ug/ml 
8-Methoxypsoralen, Probe 4: Inaktivierung mit 2 x 0.3 % 
3-Propiolacton, Probe 5: Inaktivierung mit 0.28 mg/ml 
4 ' -Aminomethyl-4, 5 * , 8- trimethylpsoralen, Probe 6: 
Inaktivierung mit 0.83 mg/ml 4 * -Aminomethyl-4 , 5 ' , 8- 
trimethylpsoralen. Die Zahlen bei den Balken bedeuten 
pfu's/ml). Keine Plaques wurden sowohl bei den 8- 
Methoxypsoralen-behandelten (0.33 oder 0.11 mg/ml) als 
auch bei den 4 * -Aminomethyl-4 , 5 8-trimethylpsoralen- 
behandelten (0.28 oder 0.83 mg/ml) Adenoviren beobachtet. 
Bei einem Verdunnungsf aktor von 6 log zwischen den nicht- 
inaktivierten dl!014 (mit 1 x 10 8 pf u/ml ) und den 
Psoralen-inaktivierten Proben zeigt dies, daS in den 
Psoralen-inaktivierten Proben weniger als 10^ Plaque- 
bildende Einheiten (pfu's) vorhanden sind. Die 
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wesentliche Beobachtung dabei ist, daS £-Propiolacton- 
inaktivierte Viren Plaques mit nachweisbarer Haufigkeit 
bilden. Wenn also auch die P-Propioiactcn- Inaktivierung 
im CPE-Assay der Psoralen- Inaktivierung ebenbiirtig 
erscheint - im Plaque-Assay konunt ein deutlicher 
Unterschied zwischen den zwei Verbindungstypen zu Tage. 

ii ) Vergleich der Plaque-Assays von Adenovirus dll014, 
inaktiviert mit 8-Methoxypsoralen Oder verschiedenen 
P-Propiolacton-Behandlungen 

Die Adenovirus dll014-Praparationen wurden mil: 
verschiedenen Mehrf achzugaben von P-Propiolacton 
(s. Fig. 20) inaktiviert, mittels Plaque-Assay analysiert 
und mit Adenoviren, die mit 0.11 mg/ml 8-Methoxypsoralen 
inaktiviert worden waren, verglichen. (Probe 1: nicht- 
aktiviertes Virus, Probe 2: Inaktivierung mit 0.11 yg/ml 
8-Methoxypsoralen, Probe 3: Inaktivierung mit 0.3 % 
P-Propiolacton, Probe 4: Inaktivierung mit 2 x 0.3 % 
(3-Propiolacton, Probe 5: Inaktivierung mit 3 x 0.2 % 
P-Propiolacton, Probe 6: Inaktivierung mit 4 x 0.15 % 
P-Propiolacton, Probe 7: Inaktivierung mit 1 % 
f$-Propiolacton. Die Zahlen bei den Balken bedeuten 
pfu's/ml.) Auch dieser Versuch, dargestellt in Fig. 20, 
ergab keinen Nachweis von Viren in der Psoralen- 
behandelten Probe. Der Verdunnungsfaktor von 7 log 
zwischen nicht-inaktiviertem dl!014 von 6.7 x 10 8 pfu/ml 
und dem Psoralen-inaktivierten Virus ergibt, daB in der 
Psoralen-inaktivierten Probe weniger als 6.7 x 10 1 pf u ' s 
vorhanden sein mussen. Im Gegensatz dazu wurden in alien 
|3- Prop io lac ton -behandel ten Proben Plaques nachgewiesen , 
was einer Inaktivierung von ca. 2 log (0.3 % 
^-Propiolacton) bis 5 log (2 x 0.3 % P-Propiolacton ) 
entspricht. Obwohl 1 % fi-Propiolacton einen srarken 
Abfall in der DNA-Transportaktivitat hervomef ( vgl . 
Fig. 17 J, bewirkte es nur einen mafiigen Abfall des 
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Virustiters, was fur die Annahme spricht, daS die hohere 
P-Propiolacton-Konzentration die Prcreinmodifikation 
gegenuber der DNA-Modif ikation bevorzugt und daher 
starker die Fahigkeit des Virus, Endosome aufzubrechen 
(und somit den Viruseintritt ) beeintrachtigt, als die 
Virusrepl ikation . 

e ) Genexpression vom inaktivierten Virus 

Es wurden verschiedene Kombinationskomplexe entsprechend 
der bei den Methoden unter f) beschriebenen Vorschrift, 
enthaltend optimale Mengen von Adenovirus dl312, 
8-Methoxypsoralen-inaktiviertem dl312, Adenovirus dll014 / 
8-Methoxypsoralen-inaktiviertem dll014 und 
P-Propiolacton- inaktiviertem dll014, hergestellt. Die 
Komplexe enthielten ca. 1 x 10 10 Viruspartikel , 800 ng 
Streptavidin-Polyiysin, 6 ug pCMV-DNA und 5.2 ug 
Transf errin-Polylysin in einem Endvolumen von 500 ul HBS * 
Die Komplexe wurden auf K562-Zellen (24 h vorgezuchtet 
in 50 uM Def errioxamin/RPMI/10 % FCS, ausplattiert zu 
250.000 Zellen/ml) zu 2 ml pro Vertiefung einer Platte 
mit 24 Vertiefungen aufgebracht. Nach zweistundiger 
Inkubation wurden die Zellen in frisches Medium ohne 
Def errioxamin gewaschen und 48 h spater fur die 
Bestimmung der Lucif eraseaktivitSt geerntet oder einer 
RNA-Analyse auf ausgewahlte Adenovirusgene unterworfen, 
wobei das vereinigte Material drei getrennter 
Transf ektionen verwendet wurde. 

Die Messungen der Lucif eraseaktivitat zeigten, daS alle 
Transf ektionen eine Expression iieferten, die innerhalb 
einer GroSenordnung lag. 



i ) Northern-Analyse 
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Die RNA-Northern-Analyse wurde nach der von Paeratakul 
et al., 1988, beschriebenen Methode durchgef iihrt : 48 h 
nach der Transfektion wurden die Zellen 3 x in HBS 
gewaschen und Serienverdunnungen entsprechend 30.000, 
10.000 Oder 3.000 Zellen auf ein Nitrozellulosef ilter 
unter Verwendung eines 9 6 Proben Dot Blot Gerats 
(Schleicher & Schuell ) aufgebracht. Daraufhin wurden die 
Zellen mit 1 % Glutaraldehyd in HBS 60 min lang bei 4'C 
fixiert, gefolgt von Proteinase K-Verdau (20 \ig/ml ) und 
30 min in HBS/0.1 % SDS bei 37 # C. Das Filter wurde dann 
in Church-Puffer (0.5 M Natriumphosphat , 7 % SDS, 1 mM 
EDTA pH 8) bei 65 "C 5 h lang prahybridisiert , gefolgt von 
der Inkubation ( uber Nacht bei 65 9 C) mit den markierten 
DNA-Sonden in einem Minimalvolumen Church-Puffer. 
AnschlieSend wurden die Filter zweimal in 2X SSC/0.1 % 
SDS 30 min lang bei 65 *C gewaschen, gefolgt jeweils von 
30 min in 0.1X SSC, 0.1 % SDS. Das radioaktive Muster 
wurde durch Phosphorimaging sichtbar gemacht . Die 
radioaktiv markierten ( 32 P) Sonden wurden aus PCR- 
Produkten von Adenovirus dll014-Sequenzen hergestellt. 
Eine Ela-Sonde (383 bp) wurde unter Verwendung von PCR- 
Primern zu Ad5, bp 736 - 751 (Ela.l) und zu bp 1119 - 
1101 (Ela.2) hergestellt. (Diese Sequenz ist ein Teil der 
Region, die in dl312 deletiert ist. Sie dient als 
Kontrolle; das RNA-Signal sollte in den dl312-Proben 
fehlen, jedoch in den d!1014-Proben enthalten sein, weil 
letzteres Virus eine Wildtyp El-Region besitzt. ) Eine 
E3-Sonde (436 bp) wurde vom am stSrksten exprimierten 
E3-Gen, dem 19 K Glykoprotein-Gen (Gooding, 1992) unter 
Verwendung von Primern, die zu Ad5, bp 28722 - 28737 
(E3.a) und 29157 - 29142 ( E3 . b ) hergestellt (Die 
Expression von E3 durfte eine wichtige Rolle bei der 
Immunantwort auf transf izierte Zellen spielen, weil 
mindestens zwei der E3-Gene die Oberf lachenexpression von 
MHC Klasse I-Molekulen und TNF-Rezeptor-Molekulen auf der 
Oberflache von infizierten Zellen modulieren. ) im 
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AnschluB an die PCR wurden die Reaktionsprodukte auf 
niedrigschmelzenden Agarosegelen in TAE-Puffer gereinigt, 
das gewunschre DNA-Fragment aus dem Gel 
herausgeschnitten, gewogen und in 1.3 ml Wasser/g 
Gelfragment auf genommen. Das in Wasser auf genommene 
Gelfragment wurde dann 10 min lang auf 95 *C erhitzt und 
10 yl der entstandenen Losung 12 h lang bei 
Raumtemperatur mittels der Random Primer Methode 
( Feinberg und Vogelstein, 1984) radioaktiv markiert. Im 
AnschluB daran wurde die markierte DNA durch 
Ethanolf allung in Gegenwart von Ammoniumacetat und tRNA 
gereinigt . 

Fig. 21 zeigr das Autoradiogramm : es wurde gefunden, dafi 
bei den dl312-Proben, und zwar sowohl bei den nicht- 
inaktivierten als auch bei den 8-Methoxypsoralen- 
inaktivierten, keine Ela-Expression auftrat. Die 
Expression von Ela ist in den nicht-inaktivierten 
dll014-Viren stark, fehlt jedoch komplett sowohl in den 
8-Methoxypsoralen-behandelten als auch in den zweimal mat 
0.3 % ^-Propiolacton inaktivierten Viren. E3 ist in 
nicht-inaktivierten dl312-Adenoviren weniger stark 
exprimiert, als in dll014. Dieser Befund ist in Einklang 
mit der Kenntnis der Funktion von Ela als positiver 
Modulator der E3-Expression und der Expression anderer 
fruher Gene (Nevins, 1991 und 1992). In alien Fallen 
blockierte die Inaktivierung mit 8-Methoxypsoralen bzw. 
mit P-Propiolacton die RNA-Synthese von diesen Genen 
vollstandig . 

ii ) Reverse Transkript ions-PCR-Analyse 

Es wurde von Zellen ausgegangen, die, wie in den 
vorangegangenen Versuchen beschrieben, transfiziert 
wo r den waren, wo bei entwedezr p.icht -aktiviertes Adenovirus 
dli014 oder 8 -Methoxypsoralen-inakti viertes d!1014 
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eingesetzt wurde. In beiden Transf ektionen wurden 
identische Mengen von Virus eingesetzt. Die RNA-Reinigung 
wurde mit 1 x 10 6 transf izierten M3-Zellen, geerntet 24 h 
nach der Transfektion durch Einbringen in PBS und kurzes 
Pelletieren in einer Eppendorf -Zentrif uge, durchgef uhrt . 
Die Zellpellets wurden in 1 ml Trisolv (= 
Phenol/Guanidinthiozyanat in einer Monophasenlosung; 
Biotecx ) gelost und kurz in einem Vortex gemischt. Darauf 
wurde Chloroform zugefugt (500 yl ) , worauf zwei Phasen 
entstanden, von denen die wasserige die zellulare RNA 
enthielt. Die RNA wurde aus der wasserigen Phase durch 
Zugabe eines gleichen Volumens Isopropanol ausgefallt, 
das Prazipitat durch Zentrif ugation gesammelt, das 
Zellpellet mit 80 % Ethanol 1 x gewaschen und in 20 \il 
RNase-freiem Wasser gelost. In der RNA-Probe enthaltene 
kontaminierende DNA wurde durch Verdau mit RNase-freier 
DNase (Boehringer Mannheim; 60 min bei 37 *C) entfernt. 
Die DNase wurde anschlieSend durch weitere Inkubation bei 
95 *C 5 min lang inaktiviert. 

Die Reverse Transkriptions-Reaktionsansatze enthielten 
10 \il RNA-Losung , 2 pi 10 #1 dNTPs, 4 yl 25 mM MgCl2, 
2 \xl 10 X RT Puffer (100 mM Tris-HCl, 900 mM KC1, 
pH 8.3), 1 jji 50 nM oligo d(D) 16/ 1 pi 20 Einheiten/pl 
RNase- Inhibitor ( Perkin Elmer) und 1 jal MuLV Reverse 
Transcriptase (Perkin Elmer). Reverse Transkriptase- 
Reaktionen wurden durchgef uhrt 10 min lang bei 25 *C und 
15 min bei 42"C, gefolgt von 5 min bei 95 # C, urn die 
Reverse Transkriptase zu inaktivieren . 

Es wurden Primer verwendet, die den folgenden Abschnitten 
des Adenovirus 5 Genoms entsprechen: Ela up: bp 1228- 
1248, Ela down: bp 1545-1526, E3 up: bp 23722-28737, 
E3 down: 29157-29140. 
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Die Polymerase -Kettenreaktionsansatze enthielten 
35 pi Wasser, 5 pi PCR-Puffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.9, 
1 M KC1, 15 .TuM MgCl 2 ), 1 pi 10 mM dNTPs , 1 pi up- und 
down-Primer t 25 mM), 0.5 pi Taq-Polymerase (5 
Einheiten/pl , Boehringer Mannheim) und 6.5 pi der 
verdunnten cDNA-Sonden ( RNA als Kontrollreaktion ) . Die 
Proben wurden 90 sek lang bei 95 # C denaturiert, gefolgt 
von 35 Zyklen von 30 sek bei 95*C, 60 sek bei 6Q m C, 
30 sek bei 72 # C mit einer abschlieBenden Extension von 
3 min bei 72*C. Die amplif izierten DNA-Produkte wurden 
auf einem 2 %igen Agarose TAE-Gel aufgetrennt und mittels 
Ethidiumbromidf arbung sichtbar gemacht. Fig. 22 zeigt, 
daS beim nicht-inaktivierten Adenovirus die erwarteten 
PCR-Produkte von sowohl der Ela- als auch der E3-Region 
sichtbar sind, wobei das Signal bei einer Verdunnung von 
1:1.000 der Zielnukleinsaure nachweisbar 1st (obere 
Tafeln in der Figur ) . Im Gegensatz dazu war in den 
Proben, die vom Psoralen-inaktivierten Virus stammten, 
kein Signal nachweisbar. Das Fehlen des PCR-Signals in 
einer Kontroilprobe , in der die Reverse 

Transkriptasereaktion ausgelassen worden war, bestatigt, 
da8 die beobachteten Signale auf die Amplif izierung der 
RNA zuruckzuf uhren sind und nicht von einer 
Verunreinigung der Adenovirus-DNA in der 
Nukleinsaurep reparation. 

f) Analyse der Bindung von 8-Methoxypsoralen an das 
Adenovirusgenom 

i ) Quantitative Bestimmung von an das Adenovirusgenom 
gebundenem 8-Methoxypsoralen 

0.41 ml Tritium-markiertes 8-Methoxypsoralen (0.8 mCi./ml ) 
wurden getrocknet, in 20 pi DMS0 gelost und mit 8.7 pi 
unmarkiertem 8-Methoxypsoralen (33 pg/pl in DMSO ) 
gemischt. Diese Mischung wurde 1.8 ml biotinyliertem 
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Adenovirus d!1014 beigegeben. UV-Bestrahlung und 
Reinigung mittels PD-10 Chromatographie wurden 
durchgef uhrt , wie oben beschrieben. Der Einbau von 
J H 8-Methoxypsoralen wurde bestimmt, indem Aliquots des 
gereinigten Virus in Szintillationsf liissigkeit gezahlt 
wurden. Berechnungen aufgrund der gemessenen 
Radioaktivitat , die in die DNA eingebaut worden war, 
zeigten, daS ein Psoralenmolekul pro 800 Basenpaaren des 
Virus vorlag. Erganzend wurde mittels 
dunnschichtchromatographischer Analyse ( Silicagei , 
Dichlormethan als Losungsmittel ) f estgestellt , daS kein 
freies, nicht-reagiertes 8-Methoxypsoralen in der Probe 
blieb. 

ii ) Untersuchung der Lokalisierung der 8-Methoxypsoralen- 
Einlagerung im Virusgenom 

Um zu bestimmen, ob die Einlagerungen von 
8-Methoxypsoralen uber das gesamte Virusgenom verteilt 
Oder an bestimmten zuganglichen Stellen der Virus-DNA 
konzentriert sind, wurde die Virus-DNA gereinigt und 
mittels Restriktionsenzymen gespalten, um zehn oder elf 
DNA-Fragmente zu erhalten: Vom 3 H 8-Methoxypsoralen- 
markierten Virus wurde die DNA gereinigt, indem das Virus 
45 min lang bei 56 # C mit 0.4 % SDS/0.4 mg/ml Proteinase K 
inkubiert wurde. Die Probe wurde 2 x mit 
Phenol /Chloroform (1:1) und 1 x mit Chloroform 
extrahiert, die DNA aus der wasserigen Phase wurde nach 
Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natriumacetat , pH 5, mit 
0.54 Volumina Isopropanol prazipitiert . Die prazipitierte 
DNA wurde zentrif ugiert , 2 x mit eiskaltem 80 %igen 
Ethanol gewaschen, luf tgetrocknet und in TE gelost . 
DNA- Aliquot s von nicht-inaktiviertem Adenovirus cder von 

H 8-Methoxypsoraien-markiertem Adenovirus wurden mit den 
Restriktionsenzymen Hindlll oder Asp718 nach Vorschrift 
des Herstellers f Boehringer Mannheim), aber mit lOfach 
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hoheren Enzymmengen verdaut, mittels Phenol /Chloroform- 
und Chloroformextraktion gereinigt, mit Zthanol 
prazipitiert und in Gegenwart von Ethidiumbromid 
( Sambrook et al., 1991) auf einem 0.9 % Agarose/TAE-Gel 
aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet, impragniert mit 
Szintillationsf luor (Enhance, Amersham) und mit einem 
Rontgenfilm in Kontakt gebracht . Fig. 23 zeigt das 
Ethidiumbromid-gef arbte Gel und das Fluorogramm; aus dem 
Markierungsmuster ist ersichtlich, daB 3 H 8- 
Methoxypsoralen uber das Genom verteilt ist. Mit wenigen 
Ausnahmen waren die Fragmente, erhalten aus dem Asp718- 
oder dem Hindlll-Verdau, in einem AusmaB markiert, das 
ihrer Lange proportional war. Zwei der Hindlll-Fragmente, 
die nahe den Enden des Genoms lokalisiert sind, schienen 
eine verstSrkte Markierung aufzuweisen. Im Gegensatz dazu 
wiesen Asp718-Fragmente aus ahnlichen Lagen im Genom eine 
solche praf erentielle Markierung nicht auf. Insgesamt 
waren die 8-Methoxypsoralen-Vernetzungen gleichmaSig uber 
das Virusgenom verteilt. 

Beispiel 14 

Ermittlung der fur die Inaktivierung von Tumcrzellen 
erf or der lichen Strahiendosis 

Dazu wurden je 6 mittlere Gewebekultur f laschen (T75) 
mit je 6 x 10^ humane Melanomzellen in 20 ml 
Normalkulturmedium nach einem Tag mit 5, 10, 20, 25, 50, 
75 oder 100 Gy bestrahlt; 6 Flaschen blieben unbestrahit. 
Es wurde ein Bes trahlungsgerat der Bezeichnung Gammaceil 
40, No. 126, Type B(U), (Fa. Nordion International INC) 
verwendet, das 2 Gammazellen aus Cs-137 besitzt, die 
zusammen ca . 72.5 Gy/h liefern. 6 Tage nach der 
Bestrahlung wurden die Zellen je eine Flasche aus jeder 
Gruppe trypsiniert, zentr i f ugiert , das Pellet 
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auf genommen, 100 \il Zellsuspension mit Trypanblau 
versetzt und in der Zahlkammer gezahlt. Die restlichen 
Zellen wurden mit neuem Medium versetzt und in eine neue 
Kulturf lasche gegeben (l. Passage). Eine Woche spater 
wurde der Vorgang wiederholt; je eine Flasche aus jeder 
Gruppe wurde trypsinisiert , gezahlt und die 1. Passage 
wurde als Kontrolle mitgezahlt. Die nicht-bestrahlten und 
mit 5 Gy bestrahlten Zellen zeigten ein deutliches 
Wachstum. Nach weiteren einwochigen Abstanden wurde der 
Vorgang wiederholt, der Versuch wurde nach insgesamt 
6 Wochen abgeschlossen . Fur die Wachstumskurven wurde 
jeweils die hochste gezahlte Zellzahl (in Original- oder 
Kontrollf laschen ) verwendet. Ab einer Bestrahlungsdosis 
von 20 Gy zeigten weder die Originalf laschen noch die 
Kontrollf laschen Zellwachstum. Bei 10 Gy wurde ein 
Wachstum in den Originalf laschen beobachtet. Die 
Wachstumskurven sind in Fig. 24 dargestellt. Aufgrund der 
ermittelten Werte von drei verschiedenen 

Melanomzellkulturen wurde als sichere Strahlendosis fur 
alle Experimente eine Dosis von 100 Gy gewahlt. 

Beispiel 15 

Nachweis von Plasmid- und Adenovirus-DNA in vivo mittels 
Polymerase Ketten Reaktion (PGR) 

In diesem Beispiel wurden folgende Methoden verwendet: 
Injektion der Krebsvakzine : 

M3 Melanomzellen wurden mit rekombinantem Maus- 
Interleukin-2 Plasmid unter Anwendung der Adenovirus- 
Transf err in-Methode , w:e in Beispiel 8 cj beschrieben, 
transf iziert . Nach 24 h wurde die Zytokinproduktion 
besrimmt (20.000-50.000 Einheiten IL-2 in 24 h pro 
1 Million Zellen). Die Zellen wurden trypsiniert, in 
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serumfreiem Medium gewaschen und auf eine Konzentration 
von 3 x 10 5 bzw. 1 x 10 6 Zellen pro 100 ul isotonische 
Salzlosung eingestellt. Je 100 pi Zellsuspension wurden 
mit Hilfe einer Kaniile subkutan in die rechte Flanke von 
DBA/2 Mausen injiziert ( siehe auch die Beispiele 7 
und 8 ) . 

Aufreinigung der Gewebeproben: 

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Injektion wurden 
die Mause getbtet und die In j ektionsstelle sowie 
verschiedene Gewebeproben entnonimen. Diese Proben wurden 
mechanisch verkleinert und uber Nacht in 1 ml Proteinase 
K Puffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCI, 100 mM EDTA , 
1 % SDS, 0.5 mg/ml Proteinase K) bei 55 *C inkubiert. 
AnschlieBend wurde die DNA mit Phenol/Chloroform 
extrahiert und mit 0.5 Volumen Isopropanol prazipitiert . 
Die Proben, welche nun die gesamte zellulare DNA 
enthielten, wurden mit 70 % Ethanol gewaschen und in 
TE -Puffer auf genommen. 

Zur Aufreinigung von peripheren mononuklearen Blutzellen 
(PMBZs) wurde eine Herzpunktation durchgef iihrt . Das mit 
Citratpuffer (10 mM) versetzte Blut wurde anschlieSend 
durch einen Ficoll-Gradienten separiert und die PMBZs mit 
Proteinase K Puffer verdaut. DNA Reinigung erfolgte wie 
oben beschrieben. 

Polymerase Kettenreaktion : 

Die Reaktionsmischung setzte sich zusammen aus 1 yg DNA, 
1 x PCR-Puffer ( Boehringer Mannheim), 1 mM 
Endkonzentration desoxy-Nukleotide , 3 Einheiten Taq- 
Polymerase (Boehringer Mannheim) und 25 pmol der 
spezifischen Primer. Im Falle der Interieukin- 2 Plasmid 
Amplif ikation wurden zusatzlich 1.000 Kcpien der internen 
Kontrolie zugefiigt. PCR-Reaktionzeiten waren: 5 min bei 
95'C zur Denaturierung, danach 40 Zyklen mit ie 30 sek 
94"C, 30 sek 60'C, 2 min 72*C. Danach wurden die 
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Amplif ikationsprodukte mit Probenpuffer versetzt und in 
einem 2 % Agarosegel aufgetrennt. 

Die spezifischen Primer wiesen die folgenden Sequenzen 
auf : 

IL-2 up (Position 99-122) (SEQ ID NO:3) 
GTCAACAGCGCACCCACTTCAAGC . 

IL-2 down (Position 548-526) (SEQ ID N0:4) 
GCTTGTTGAGATGATGCTTTGACA . 

Adeno up (Position 1228-1248) (SEQ ID NO: 5) 
GGTCCTGTGTCTGAACCTGAG . 

Adeno down (Position 1545-1525) (SEQ ID NO: 6) 
TTATGGCCTGGGGCGTTTACA . 

( Im Sequenzprotokoll wurde aus programmtechnischen 
Grunden fur die synthetischen Oligonukleotide einheitlich 
als Art des Molekuls "cDNS" und als Schlussel "S'UTR" 
angegeben. ) 

Die Nachweisgrenze der Amplif ikationsprodukte liegt je 
nach Test zwischen 200 und 1.000 Kopien DNA. 

a) Urn rekombinante IL-2 DNA und Adenovirus dl!014 DNA an 
der Injektionsstelle zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
der Impfung nachzuweisen , wurden neun DBA/2 Mause mit je 
3 x 10 5 IL-2-Plasmid-transf izierten M3 Melanomzellen 
immunisiert. Nach 1, 2 und 5 Tagen wurden Jewells 3 Mause 
getotet und die Immunisierungsstellen ausgeschnitten . Die 
PCR-Analyse zeigte, daS schon nach 2 Tagen ein starker 
Abbau der IL-2 DNA einsetzt und nach 5 Tagen diese DNA 
nicht mehr nachweisbar ist. In einem analogen Experiment 
konnte aus der Injektionsstelle von einem Tier am Tag 5 
nach der Injektion IL-2 Plasmid DNA nachgewiesen werden. 
Bei PCR-Reaktionen mit den Adenovirus-spezi f ischen 
Primern konnte Adenovirus-DNA in Proben von Tag 1 und Tag 
2 nachgewiesen werden, jedoch nicht in Proben von Tag 5. 

b) Urn IL-2 DNA und Adenovirus dll014 DNA aus peripheren 
mononuklearen Blutzellen 24 und 48 h nach der Impfung 



WO 94/21808 




PCT/EP94/00859 



nachzuweisen, wurden zwolf DBA/2 Mause mit je 1 x 10 6 
IL-2-Plasmid-transfizierten M3 Melanomzellen immunisiert . 
Nach 24 und 48 h, einem Zeitraum, indem an der 
Injektionsstelle ein massiver Abbau der M3 Zellen 
stattfindet, wurden je 6 Mause getotet und Blut 
entnommen. Die PCR-Analyse zeigte, daB zu beiden 
Zeitpunkten weder spezifische IL-2 DNA noch Adenovirus- 
DNA im Blut nachweisbar 1st. 

c) Um IL-2 DNA und Adenovirus dll014 DNA aus Gewebeproben 
von verschiedenen Organen nachzuweisen, wurden sechs 
DBA/2 Mause mit je 1 x 10 6 IL-2-Plasmid- transf izierten 

M3 Melanomzellen immunisiert. Nach 24 una 48 h wurden je 
3 Tiere getbtet und Gewebeproben aus der 
Injektionsstelle, den ableitenden Lymphknoten , Milz, 
Niere, Leber, Colon und den Keimdrusen (Ovarien) 
entnommen* Es konnten nur an den Injektionsstellen 
spezifische Amplif ikationsprodukte nachgewiesen werden . 
Alle uberpruften Gewebeproben waren negativ. 

d) Um auszuschlieSen, daB ein Transfer von rekombinanter 
IL-2 DNA in die Keimzellen stattfindet, wurden sechs 
weibliche und sechs mannliche DBA/2 Mause mit je 1 x 10 6 
IL-2-Plasmid-transf izierten M3 Melanomzellen immunisiert . 
Nach 24 und 48 h wurden je 3 weibliche und 3 mannliche 
Tiere getbtet und die Keimzellen isoliert. Die PCR- 
Analyse zeigte, daB kein Transfer in die Keimzellen 
stattgef unden hatte . 

Beispiel 16 

a) Testung der Wirksamkeit der Krebsvakzine auf ihre 
Schutzwirkung gegen Metastasenbildung 
( "Therapeutisches Mausmodell" ) 
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In diesem Beispiel wurde hinsichtlich der verwendeten 
Transfektionskomplexe, der Ziichtung der Zellen und der 
Durchfiihrung der Transf ektionen vorgegangen, wie in 
Beispiel 8 beschrieben. Als Versuchstiere wurden Mause 
vom Stamm C57BL/6J verwendet , wobei jeweils 8 Tiere pro 
Gruppe eingesetzt wurden. Als Melanomzellen wurden die 
fur den verwendeten Mausstamm syngenen Zellen B16-F10 
(NIH DCT Tumor Depository; Fidler et al . , 1975) 
verwendet . 

Am Tag 1 wurden den Versuchstieren 1 x 10 5 lebende 
B16-F10-Zellen intravenbs injiziert, urn die Ausbildung 
von Metastasen hervorzuruf en . An den Tagen 4, 11 und 17 
wurde die Krebsvakzine subkutan verabreicht, urn eine 
Immunisierung gegen die Metastasen zu bewirken. 

Pro Immunisierung wurden 1 x 10 5 bestrahlte Zellen 
injiziert, wobei die Vakzine unterschiedliche Anteile von 
Zellen enthielten, die mit Zytokin-Plasmid transfiziert 
worden waren ( " transf izierte Zellen" steht im folgenden 
fur Zellen, die einer Transf ektionsbehandlung unterzogen 
wurden; die Expressionswerte fiir die Zytokine sind 
jeweils pro Maus in 24 h angegeben; die Bezeichnungen 
entsprechen denen in Fig. 25): 

1 ) Kontrollen: 

a) Zellen, die nur bestrahlt wurden ( M bestrahlt M ) 

b) bestrahlte Zellen, transfiziert mit dem Leervektor 
pSP ( "Leervektor" ) 

2) Mit dem IL-2-Plasmid transf izierte Zellen: 

a) 100 % transf izierte Zellen (Expression: 15.000 
Einheiten; "IL-2 hoch" ) 

b) 20 % transf izierte Zellen, 80 % nicht- transf izierte 
Zellen (Expression: 3.000 - 4.000 Einheiten; "IL-2 
mittei " ) 
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c) 2 % transf izierte Zellen, 98 % nicht- transf izierte 
Zellen (Expression: 400 Einheiten; "IL-2 niedrig") 

3) Mir dem GM-CSF-Plasmid transf izierte Zellen: 

a) 100 % transf izierte Zellen (Expression: 
500 ng; "GM-CSF hoch" ) 

b) 10 % transf izierte Zellen, 90 % nicht-transf izierte 
Zellen (Expression: 50 ng; "GM-CSF mittel" ) 

c) 1 % transf izierte Zellen, 99 % nicht- transf izierte 
Zellen (Expression: 5 ng; "GM-CSF niedrig" ) 

4) Mit dem IFN-y-Plasmid transf izierte Zellen: 

a) 100 % transf izierte Zellen (Expression: 1.000 ng; 
"IFN-v hoch" ) 

b) 10 % transf izierte Zellen, 90 % nicht-transf izierte 
Zellen (Expression: 100 ng; "IFN-y mittel") 

c) 1 % transf izierte Zellen, 99 % nicht-transf izierte 
Zellen (Expression: 10 ng; "iFN-y niedrig") 

Am Tag 28 wurde die Schutzwirkung der Krebsvakzine gegen 
Metastasenbildung analysiert, indem die Mause visuell auf 
das Vorhandensein von Tumoren untersucht wurden. 

Die in Fig. 25 dargestellten Versuchsergebnisse zeigen, 
daB die Krebsvakzine in Abhangigkeit des transf izierten 
Gens und in Abhangigkeit von der Expressionshohe des Gens 
wirken. 

b) Testung der Krebsvakzine auf ihre Fahigkeit, 

kunstlich gesetzte "Mikrometastasen" zu eliminieren 

Urn die tumorigene Dosis von M3-Zellen zu finden, wurde 
zunachst in einem Vorversuch die Zellzahl, die bei 
50 % aller Tiere innerhalb von 8 Wochen und die bei 
100 % aller Tiere innerhalb von 10 Wochen zu einer 
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lokalen Tumorentwicklung fiihrt, mit 1 x 10 3 bzw. 
3 x 10 3 M3-Kelanomzellen ermittelt. 

Am Tag 0 wurde alien Versuchstieren 5 x 10 3 viable 
M3-Zellen subkutan injiziert; die M3-Zellen, die nicht 
metastasieren, konnen als "Mikrometastase" angesehen 
werden. Die Verabreichung der Tumorvakzine wurde bei 
alien Versuchstieren nach einer, zwei und nach funf 
Wochen vorgenommen. Die Zytokinexpression der 
verabreichten Tumorvakzine betrug, jeweils pro Maus, fur 
IL-2 bei der 1. Immunisierung 1.020 Einheiten, bei der 

2. Immunisierung 1.870 Einheiten und bei der 

3. Immunisierung 1.400 Einheiten. Fur GM-CSF lagen die 
Werte pro Vakzine und Maus bei 14 ng, 9 ng und 22 ng. Die 
Versuchsgruppen setzten sich aus je 10 Tieren zusammen, 
wobei die Tiere der ersten Gruppe mit je 1 x 10 5 
M3-Zellen, die mit dem Vektor pWS2m transfiziert und 
bestrahlt waren, immunisiert wurden. Die Tiere der 
zweiten Gruppe wurden mit je 1 x 10 5 M3-Zellen, die mit 
dem Vektor pWE-Gm transfiziert und bestrahlt waren, 
immunisiert. Die erste Kontrollgruppe wurde mit 1 x 10 5 
bestrahlten, jedoch nicht transf izierten, M3-Zellen 
behandelt. Die zweite Kontrollgruppe erhielt als 
Kontrolle zur Tumorentwicklung 5 x 10 3 M3-Zellen. Die 
Tiere wurden uber einen Zeitraum von mehr als 4 Monaten 
beobachtet. Es zeigte sich, daB in den beiden Gruppen, 
die als Tumorvakzin ein Zytokin exprimierende Zellen 
erhalten hatten, 80 % der Tiere vor einer 
Tumorentwicklung geschiitzt waren. In der ersten 
Kontrollgruppe entwickelten alle Tiere innerhalb von 8 
Wochen Tumore . In der zweiten Kontrollgruppe entwickelten 
alle Tiere bis auf eines Tumore. 



Beispxel 17 
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Wirksamkeit der Tumorvakzine in Abhangigkeit von der 
Zytokindosis im prophylaktischen Mausmodell 

In diesem Beispiel wurde hinsichtlich der verwendeten 
Transf ektionskomplexe, der Ziichtung der Zellen und der 
Durchfiihrung der Transf ektionen vorgegangen, wie in 
Beispiel 8 beschrieben. Es wurden DBA/2 Mause und 
M3 Melanomzellen verwendet . Die verwendeten Zytokin- 
Piasmide waren dieselben wie in Beispiel 16. Die 
Immunisierung wurde vorgenommen, wie in Beispiel 8 
beschrieben, fur das Setzen des Tumors ( "Challenge" ) 
wurden im Unterschied zu Beispiel 8 statt 1 x 10 5 Zellen 
3 x 10 ^ Zellen verwendet . Die Mischungsverhaltnisse von 
transf izier ten Zellen und von Zellen, die ledigli ch 
bestrahlt waren, sowie die Express ions werte entsprachen 
denen von Beispiel 16. Die Tiere wurden nach der 
Challenge 8 Wochen lang auf das Vorhandensein von Tumoren 
untersucht; das Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 26 
dargestellt . 

Beispiel 18 

Verwendung vcn endosomolytischen Peptiden zur Herstellung 
von Krebsvakzinen 

a) Synthese des Peptids INF5 

Das Peptid der Bezeichnung INF5 ( SEQ ID NO : 7 ) wurde 
mittels HBTU-Aktivierungsmethode synthetisiert ( Knorr 
et al. f 1989; 1 mmol MaSstab ) , wobei 230 mg TentaGel 
S-PHB Harz ( Rapp Poiymere; 0.27 mmol/g) als Festphase 
verwendet wurde. Die erste Aminosaure, die gekoppelt 
wurde, war N-a-N-e-di-Fmoc-Lysin. Das ergab ein Kopf-an- 
Kopf - D i meres , nit emem C-terminalen Lysin als 
verbindende Aminosaure. 
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( Es wurden die folgenden Seitenkettenschutzgruppen 
verwendet: (Trt)Asn, (Trt)Cys oder (t-Bu)Cys, 
(t-Bu)Glu, (Trt)His, (t-Bu)Ser. Die Peptide wurden vom 
Harz gespalten und die Seitenschutzgruppen auBer 
(t-Bu)Cys durch Behandlung von 10 - 20 mg Peptid- 
beiadenem Harz mit 1 mi einer Mischung 

Tr if loressigsaure/Wasser /Phenol /Thioanisol/ Ethanedi thiol 
(10:0.5:0.75:0.5:0.25) 1.5 h bei Raumtemperatur 
entfernt. ) Fur die Fallung des Peptids wurde die 
Spaltmischung unter Ruhren tropfenweise in 40 ml Ether 
pipettiert und die Mischung 1 h stehengelassen. Das rohe 
Peptid wurde mittels Zentrif ugation erhalten, 
anschliefiend wurde mit Ether gewaschen und unter Argon 
und abschlieSend im Hochvakuum getrocknet. 

b) Gentransfer in humane Melanomzellen mittels INF5 

i) Expression des Lucif erase-Reportergens 

Zunachst wurden Vorversuche mit dem Reportergenkonstrukt 
pCMVL durchgeflihrt, wobei 1.5 \xg TfpL290, 5 yg pL290, 
40 \ig INF5 und 3 \ig pCKVL zur Herstellung von 
Transf ektionskomplexen verwendet wurden. In diesen 
Komplexen war das Peptid ionisch an Polylysin gebunden. 
Die DNA-Komplexe wurden mit 0.5 ml RPMI 1640 ( Gibco ) , 
enthaltend 10 % FCS, gemischt und auf M3-Melanomzellen 
aufgebracht (1 x 10 5 Zellen in 6-Well-Platten ) . Nach 4 h 
wurde das Medium durch frisches Medium ersetzt. 24 h nach 
der Transfektion wurden die Zellen geerntet und auf 
Lucif eraseaktivitat untersucht . Es wurde eine Expression 
entsprechend 12,866.000 Lichteinheiten nachgewiesen . 

ii ) Expression von humanem IL-2 

Transf ektionskomplexe , bestehend aus 3 \ig pGShIL-2tet, 
1.5 \ig TfpL290, 5 pg pL290 und 40 pg INF5 , wurden, wie in 
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i) beschrieben, auf Melanomzellen aufgebracht. Einen und 
zwei Tage nach der Transf ektion wurden die innerhalb von 
24 h ins Kulrurmedium sekretierten Mengen an IL-2 mittels 
ELISA-Assay ( Biokine IL-2 Testkit, T Cell Diagnostics) 
gemessen. Die Werte betrugen am ersten Tag 6.500 BRMP- 
Einheiten, am zweiten Tag 11.500 BRMP-Einheiten, wobei 
eine Einheit 40 pg IL-2 entspricht. 

c) Testung von mittels INF5 transf izierten Tumorzellen 
als Tumorvakzine im prophylaktischen Melanom- 
Mausmodell 

In diesem Versuch wurden Mause des Stammes C57BL/6J sowie 
B16-F10-2elIen verwendet . Es wurden zwei Immunisierungen 
mit je 1 x 10^ Zellen im Abstand von 7 Tagen 
durchgefiihrt; 7 Tage nach der letzten Immunisierung wurde 
die Challenge (1 x 10^ Zellen) gesetzt. Die Krebsvakzine 
wurden unter Verwendung eines Transf ektionskomplexes , 
bestehend aus 6 pg pWS-Gm-DNA, 3 jag TfpL, 10 \ig pL und 
40 pg INF5 hergestellt. Es wurden Tumorvakzine 
eingesetzt, die unterschiedliche Mengen von GM-CSF- 
Plasmid tragenden Zellen enthielten, wobei die 
Mischungsverhaltnisse von bestrahlten, transf izierten 
Zellen und von Zellen, die lediglich bestrahlt waren, 
dieselben waren, wie in Beispiel 16 beschrieben. Das 
Ergebis mit Tumorvakzinen, die mittels INF-5 
transf izierte Zellen enthielten, ist in Fig. 27 
dargestellt. Es zeigte sich eine Schutzwirkung gegen 
Tumorbildung bei der hohen und mittleren GM-CSF- 
Dosierung . 

Beispiel 19 

Interleukin-Expression in humanen Melanomzellen 
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3 x lCP Melanomzellen wurden eine Woche nach ihrer 
operativen Entnahme in 6 cm Zellkulturschalen mit 
2 ml Transf ektionskomplex (0.5 ml Ausgangslosung , 
enthaltend biotinyliertes 8-Methoxypsoralen/UV- 
inaktiviertes Adenovirus (0.54 x 10 12 Partikel/ml ) , 
100 ng/pl Streptavidin-Polylysin, 6 \xg Plasmid-DNA 
pGShIL-2tet, 1 \ig/\il TfpL, in HBS , verdunnt mit 1.5 ml 
Medium) transfiziert. Die Versuche wurden mit bestrahlten 
(100 Gy) und nicht-bestrahlten Zellen durchgef uhrt . Die 
IL-2-Werte wurden nach den in Fig. 28 angegebenen Zeiten 
gemessen; die lL-2-Werte beziehen sich auf 10 6 Zellen und 
24 h. 



Beispiel 20 

Entwicklung einer galenischen Formulierung fur die 
Krebsvakzine 

Ausgangsmaterial waren mit dem Plasmid pGShIL-2tet 
transf izierte und mit 100 Gy bestrahlte MM3- 
Melanornzellen; nach einer Inkubation von 20 h bei 37 9 C 
wurden die Zellen trypsiniert und Zellzahl sowie 
Viabilitat mit Trypanblau bestimmt. Dann wurden die 
Zellen auf vier gleiche Gruppen aufgeteilt, urn vier 
verschiedene Gef riermedien zu testen. Die vier 
Probengruppen wurden vor dem Versetzen mit Gef riermedium 
in RPMI 1640 bei 800 rpm (120 g) zentrif ugiert , die 
Zellpellets in 1 ml Gef riermedium gegeben. Nachdem 
Aliquots fur Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat 
entnommen worden waren, wurden die Proben sofort in das 
Gefriergerat gegeben und schonend unter Verwendung eines 
Tempera turgradientenprogramms ( -1 'C/min ) auf -100 *C 
eingefroren und in flussigen Stickstoff transf eriert . 
Als Gef riermedien wurden getestet: Medium 1: 70 % RPMI, 
20 % PCS, 10 % DMSO; Medium 2 : 20 % Humanserumalbumin , 
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10 % DMSO; Medium 3: 12 % HES ( Hydroxyethylstarke ) , 
Ringerlosung (Leopold Pharma, Nr. 2870), 5 % DMSO; 
Medium 4: 12 % HES in Ringerlosung. 

Nach 38 Tagen wurden die Zellen aufgetaut und unmittelbar 
danach Zellzahl und Viabilitat der Zellen mittels 
Trypanblau bestimmt. Dann wurden die Proben in einem 
ersten Waschschritt mit dem entsprechenden Medium 
( Gef riermedium ohne DMSO) sowie in einem zweiten und 
dritten Waschschritt mit Ringerlosung gewaschen, 
zentrif ugiert und in Ringerlosung resuspendiert ♦ Dann 
wurden abermals Zellzahl und Viabilitat der Zellen 
bestimmt. Des weiteren wurden Zellzahl und Viabilitat 
nach 24 und nach 48 h bei 4*C bestimmt. Das Ergebnis 
dieser Versuche ist in Tabelle V dargestellt. 

Von jeder Probengruppe (Medium 1-4) wurden aufierdem je 
300 \il mit 3 ml Komplettmedium in T25-Kulturf laschen 
gegeben und bei 37 *c inkubiert; nach 24 und 48 h wurde 
Uberstand fur die Bestimmung der IL-2-Expression 
( Probengruppe Medium 1 ) und die Bestimmung des Anteils 
der Zellen im Uberstand entnommen. Von den weiteren 
Proben, die zunachst in Ringerlosung bei 4*C 
stehengelassen worden waren, wurde nach 24 und 48 h 
ebenfalls jeweils ein Aliquot von 300 pi entnommen und, 
wie oben beschrieben, bei 37*C bebrutet ( IL-2-Bestimmung 
fur Probengruppe Medium 1 ) . Das Ergebnis dieser Versuche 
("4* Galenik") ist in Tabelle VI dargestellt. 

Beispiel 21 

EinfluS des Endotoxingehaltes der DNA auf die Expression 
von IL-2 in primaren humanen Melanomzellen 
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In diesem Beispiel wurden die folgenden Xaterialien una 
Methoden verwendet : 

a ) DNA-Praparation 

Das Plasmid pGShlL-2tet wurde aus E.coli- 
Ubernachtkulturen ( geziichtet in Gegenwart von 5 ug/ml 
Tetracyciin in LB-Medium) erhalten. 

b) Reinigung der Plasmid-DNA von Endotoxin 
( Lipopolysaccarid ) 

i) Triton X-114-Extraktion 

Urn ein homogenes Praparat des Detergens zu erhaiten, 
wurde Triton X-114 (Sigma) drei 0'C/30*C- 
Temperaturzyklen, wie von Bordier, 1981, beschrieben, 
unterworfen. Die Extraktion der Lipopolysaccaride von der 
DNA-Probe wurde, in Abwandlung publizierter Methoden 
(Aida und Pabst, 1990; Manthorpe et al-, 1993) wie folgt 
durchgef uhrt : Die DNA-Probe (0.5 - 1.5 mg/ml in 10 mM 
Tris, 0.1 mM EDTA , pH 7.4 ( TE ) ) wurde auf 
0.3 M Natriumacetat ( pH 7.5) gebracht. Dann wurde 
3 pi Triton X-114 pro 100 pi DNA-L6sung beigegeben, die 
Proben in einem Vortex kraftig gemischt und 10 min auf 
Eis inkubiert. Damit sich die beiden Phasen trennen 
kbnnen, wurden die Proben 5 min bei 30 # C aufbewahrt, in 
einer vorgewarmten Eppendorf -Zentrif uge 2 min bei 
2.000 rpm zentrif ugiert und die wasserige Phase in ein 
frisches Eppendorf -Rohrchen gegeben . Diese Extraktion 
wurde noch zweimal durchgefiihrt und die schiieSiich 
erhaltene wasserige Phase mit 0.6 Volumina Isopropanol 
bei Raumtemperatur gefaiit, das Prazipitat nittels 
Zentrif ugation gewonnen, zweimal mit 80 % Ethanol 
gewaschen, luftgetrocknet , in TE wieder aufgenommen ur.d 
die Menge bestimmt. Dazu wurde die Probe mit RNase A, 
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Proteinase K, Phenol/Chloroform und Chloroform behandelt, 
wieder gefallt und das endgiiltige DNA-Peiiet in TE 
suspendiert und die Absorption bei 260 run bestimmt, wobei 
von der Annahme ausgegangen wurde, daS eine Konzentration 
von 0.05 mg/mi DNA den Absorptionswert 1 hat. 

ii ) Polymyxin-Chromatographie 

Ein Volumen Polymyxinharzschlamm ( Af f i-Prep-Polymyxin, 
Biorad ) , das dem Volumen der DNA-Probe entsprach, wurde 
kurz mit drei Volumina 0.1 N NaOH versetzt, anschlieBend 
wurde dreimal mit funf Harzvolumina TE gewaschen. Das 
peiletierte Harz wurde mit den DNA-Proben (in TE 0.8 - 
1.2 mg/ml ) wieder aufgenommen und die Mischung uber Nacht 
bei 4*C geruhrt. Dann wurde die Probe auf eine mit 
0.1 NaOH vorbehandelte Wegwerfsaule gegeben und mit TE 
gewaschen. Das Eluat wurde gesammelt, das Harz mit einem 
weiteren Volumen TE gewaschen und das Eluat mit der 
Waschf lussigkeit vereinigt. Die DNA dieser gepoolten 
Probe wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5 und 
2 Volumen Ethanol gefallt. Die Wei terbehandlung des 
Prazipitats und die DNA- Best immung wurden durchgef iihrt , 
wie oben beschrieben . 

c) Zellkultur 

Primare humane Melanomzellen wurden isoliert und in RPMI 
1640-Medium ( Gibco /BRL ) , erganzt mit 100 I.U./ml 
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 
1 % Natriumpyruvat und 10 % hi tzeinaktiviertem FCS , 
kui tiviert . 

d ) Endotoxin- Assay 

Der Lipopolysaccaridgehalt wurde mit dem chromogenen 
Limulus-Assay , der auf der Limulus-Gerinnungsreaktion von 
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Amobozyten beruht (Iwanaga, 1993; erhaltlich bei 
BioWhittaker QCL-1000), durchgef uhrt . Vor der 
Versuchsdurchfiihrung wurden alle verwendeten biologischen 
Materialien und Reagenzien auf Lipopolysaccar^d-Freihei t 
(<0.1 Endotoxineinheiten (EU)/50 yl Losung ) getestet. 

e) Herstellung von Transfektionkomplexen 

Ternare Komplexe aus Transf errin-Polylysin, Streptavidin- 
Polylysin und biotinyliertem , 8-Methoxypsoraien/UV- 
inaktiviertem Adenovirus dll014 (B pi, 1 x 10 12 
Partikel/ml ) , sowie Plasmid-DNA (6 yg, verdiinnt in 100 yl 
mit dem jeweils angegebenen Lipopolysaccaridgehalt ) 
wurden hergestellt, wie in den vorangegangenen Beispielen 
beschrieben . 

Primare humane Melanomzellen der Bezeichnung H225 
(2 x 10 5 Zellen/6 cm Kulturschale) wurden mit 6 yg des 
nach verschiedenen Methoden gereinigten Plasmids, 
entsprechend den Angaben in Fig. 29, transf iziert . Der 
Endotoxingehalt der Plasmidpraparation vor der Reinigung 
ist in der Fig. jeweils als dunkel schraf f ierter Balken 
dargestellt. Nach der Reinigung mittels Polymyxinharz 
Oder Extraktion mit Triton X-114 enthielten alle 
Praparate weniger als 0.1 EU Lipopolysaccarid/6 yg DNA . 
Der IL-2-Gehalt wurde mittels ELISA (T Cell Diagnostics 
Inc., Cambridge, MA USA) im Zelluberstand gemessen, die 
in der Fig. angegebenen Werte bedeuten Einhei ten/ 10 6 
Zellen und 24 h . 

Im Rahmen dieses Beispiels wurden auBerdem Versuche 
durchgef uhrt , die zeigten, daB der durch Zusatz von LPS 
zu gereinigter DNA bedingte Expressionsabf all zumindest 
teilweise aufgehoben werden kann, wenn dem Medium 
Polymyxin beigefugt wurde. 
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Beispiel 22 

Induktion einer systemischen Immunantwort durch 
Immunisierung mit zytokintransf izierten , bestrahlten 
Colonkarzinomzellen ( "Prophylaktisches 
ColonkarzinommodeH" ) 

In diesem Beispiel wurde hinsichtlich der verwendeten 
Transfektionskomplexe, der Zuchtung der Zellen der 
Durchfuhrung der Transfektionen vorgegangen, wie in 
Beispiel 8 beschrieben, wobei hinsichtlich der 
eingesetzten Zytokin-DNA und deren Dosierung sowie der 
Kontrollen (Leervektor, nur bestrahlte Zellen) dem 
Protokoli von Beispiel 16 gefolgt wurde; die in Fig. 30 
verwendeten Bezeichnungen entsprechen denen von Beispiel 
16 und Fig. 25. Es wurden Zellen einer 

Colonkarzinomzellinie der Bezeichnung CT 26 verwendet, 
deren Etablierung von Brattain et al . , 1988, beschrieben 
wurde. Als Versuchstiere dienten M&use vom Stamm BALB/c. 
Fur die beiden Immunisierungen wurden jeweils 1 x 10^ 
Zellen verwendet, die Challenge wurde mit 3 x 10^ Zellen 
gesetzt. n Tabelle VII sind die Expressionswerte in 
24 h fur IL-2 (Einheiten/Maus), IFN-gamma und GM-CSF 
(jeweils ng/Maus ) angegeben, sekretiert zwischen 
Bestrahlung der Zellen und Injektion 

( 1 . Immunisierung/2 . Immunisierung ) . Fig. 30 zeigt die 
Schutzwirkung der Colonkarzinom-Tumorvakzine vor 
Tumorbildung . 
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Tabelle I 



Plasmidverhaltnis 



Genexpression 



ng IFN-y Einheiten IL-2 
(pro 10 6 Zellen/24 h) 



IFN-y 100 %/IL-2 0 % 

IFN-y 75 %/IL-2 25 % 

IFN-y 50 %/IL-2 50 % 

IFN-Y 25 %/IL-2 75 % 

IFN-Y 10 %/IL-2 90 % 



369.6 
290.4 
204.6 
83.8 
42.9 



7920 
11880 
14520 
18150 



Lucif erase Lichtreinheiten/jjg Protein 



pCMVL 100 %/pSP 0 % 

pCMVL 75 %/pSP 25 % 

pCMVL 50 %/pSP 50 % 

pCMVL 25 %/pSP 75 % 

pCMVL 12.5 %/pSP 87.5 % 

pCMVL 6.3 %/pSP 93.7 % 

pCMVL 3.1 %/pSP 96.9 % 



1531438 
1191660 
700052 
209914 
48352 
14632 
7324 
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Tabelle II 
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Tabelle III 
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Tabelle IV 



Tumorentwicklung in DBA/2 Mausen 



Wochen nach 

Immunisierungen (2 x) Tumorzellimplantation 
(1 x 10 5 M-3 Zellen) lw 2w 3w 4w 







1 X 


10 5 M 


-3 


Keine Immunisierung 


0/6 


2/6 


6/6 


6/6 


pSP (dll014) 


0/6 


1/6 


3/6 


4/6 


IL-2 100 % (dll014) 


0/6 


0/6 


0/6 


0/6 


IL-2 4 % (d!1014) 


0/5 


0/5 


1/5 


1/5 






3 x 


10 5 M- 


-3 


IL-2 100 % (dll014) 


0/5 


0/5 


0/5 


2/5 


IL-2 4 % (dll014) 


0/5 


2/5 


3/5 


4/5 






1 X 


10 6 M- 


-3 


IL-2 100 % (dll014) 


0/4 


0/4 


1/4 


1/3 


IL-2 4 % (dl!014) 


1/5 


3/5 


4/5 


4/5 



1 x 10 5 KLN 205 
IL-2 100 % (d!1014) 0/6 2/6 6/6 6/6 
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Tabelle V 
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Tabelle VI 
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Tabelle VII 



Vakzine Expression 

1 . Immuri. /2 . Immun . 



GM-CSF (hoch) 


241/184 


GM-CSF (mittel) 


24/18 


GM-CSF (niedrig) 


2.4/1.8 


IL-2 (hoch) 


4302/4624 


IL-2 (mittel) 


860/925 


IL-2 (niedrig) 


86/93 


IFN-y (hoch) 


129/63 


IFN-Y (mittel) 


13/6 


IFN-y (niedrig) 


1.3/0.6 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer IngeLhsim International GnbH 

(B) STRASSE: Binger Stxasse 173 

(C) ORT: Ingelheim am Rhein 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-55216 

(G) TELEFHON: 06132/772822 

(H) TELEFAX: 06132/774377 

(I) TELEX: 4187910 bi d 

(ii) ANMELDETITEL: Verfahren zur Herstellung von Krebsvakz±nen 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 7 

(iv) CCMR7TER- f FSRARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) CCKFUTER: IEM PC compatible 

(C) BETRIEBSSY5TEM: PC-DOS/>S-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SECXJENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1664 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGF0RM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES M0LEKULS: cDNS zu mRNS 

(iii) KYPOTKETISCH: NEIN 

(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANTSMUS: Rabies virus 

( ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCKLU5SEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 1. .6 

(ix) r-ERW^ALE : 

(A) NAME ./ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 7. .1581 

( ix ) MERKMALE : 

(A) NAME / SCHLUSSEL : sigjpepride 

(B) LAGE: 7. .63 
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(ix) NORK>!ALE: 

(A) ^ME/SCHLUSSEL: matjpeptide 

(B) LAGE: 64.. 1578 



(xi) SEQUENZBESG-iREIBL^jG: SE3Q ID NO: 1; 

TCTAAT ATG GTT CCT CAG GCT CTC CTG TTT GTA CCC CTT CTG GTT TIT 48 
Met Val Pro Gin Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe 
-19 -15 -10 

OCA TTG TGT TIT GGG AAA TTC OCT ATT TAG ACG ATC OCA GAG AAG CTT 96 
Pro Leu Cys Phe Gly Lys Phe Pro He Tyr Thr He Pro Asp Lvs Leu 
~ 5 15 io 

GGT CCC TGG AGC COG ATT GAG ATA CAT CAC CTC AGC TGC OCA AAC AAT 144 
Gly Pro Trp Ser Pro He Asp He His His Leu Ser Cys Pro Asn Asn 
15 20 25 

TTG GTA GTG GAG GAG GAA GGA TGC ACC AAC CTG TCA GGG TTC TCC TAC 192 
Leu Val Val Glu Asp Glu Gly Cys Thr Asn Leu Ser Gly Phe Ser Tyr 
30 35 40 

ATG GAA CTT AAA GIT GGA TAC ATC TTA GCC ATA AAA ATG AAC GGG TTC 240 
Met Glu Leu Lys Val Gly Tyr He Leu Ala He Lys Met Asn Gly Phe 
45 50 55 

ACT TGC ACA GGC GTT GTG ACG GAG GCT GAA AGC TAC ACT AAC TTC GTT 288 
Thr Cys Thr Gly Val Val Thr Glu Ala Glu Thr Tyr Thr Asn Phe Val 
60 65 70 75 

GGT TAT CTC ACA ACC ACG TTC AAA AGA AAG CAT TTC OGC CCA ACA CCA 336 
Gly Tyr Val Thr Thr Thr Phe Lys Arg Lys His Phe Arg Pro Thr Pro 
80 85 90 

GAT GCA TGT AGA GCC GGG TAC AAC TGG AAG ATG GCC GGT GAC CCC AGA 384 
Asp Ala Cys Arg Ala Ala Tyr Asn Trp Lys Met Ala Gly Asp Pro Arg 
95 100 105 

TAT GAA GAG TCT CPA CAC AAT COG TAC CCT GAC TAC CGC TGG CTT CGA 432 
Tyr Glu Glu Ser Leu His Asn Pro Tyr Pro Asp Tyr Arg Trp Leu Arg 
HO 115 120 

ACT GTA AAA ACC ACC AAG GAG TCT CTC GIT ATC ATA TCT OCA ACT CTA 480 
Thr Val Lys Thr Thr Lys Glu Ser Leu Val He He Ser Pro Ser Val 
125 130 135 

GCA GAT TTG GAC CCA TAT GAC AGA TOC CTT CAC TCG AGG GTC TTC CCT 528 
Ala Asp Leu Asp Pro Tyr Aso Arg Ser Leu His Ser Arc Val P-o 
140 145 150 " 155 

AGC GGG AAG TGC TCA GGA GTA GCG GTG TCT TCT ACC TAC TGC TCC ACT 576 
Ser Gly Lys Cys Ser Gly Val Ala Val Ser Ser Thr TVr Cys Ser Thr 
160 165 ~ 170 
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AAC CAC GAT TAC ACC ATT TGG ATG CCC GAG AAT CCG AGA CTA GGG ATG 624 
Asn His Asp Tyr Thr He Trp Met Pro Glu Asn Pro Arg Leu Giv Met 
175 180 185 

TCT TGT GAC ATT TTT ACC AAT AGT AGA GGG AAG AG*, GCA TGC AAA GGG 572 
Ser Cys Asp He Phe Thr Asn Ser Arg Gly Lvs Arg Ala Ser Lvs Gly 
190 195 ~ 200 

AGT GAG ACT TGC GGC TTT CTA GAT GAA AGA GGC CTA TAT AAG TCT TTA 720 
Ser Glu Thr Cys Gly Phe Val Asp Glu Arg Gly Leu Tyr Lys Ser Leu 
205 210 215 

AAA GGA GCA TGC AAA CTC AAG TTA TGT GGA GIT CTA GGA CTT AGA CTT 768 
Lys Gly Ala Cys Lvs Leu Lys Leu Cys Gly Val Leu Gly Leu Arg Leu 
220 225 230 235 

ATG GAT GGA ACA TGG GTC GGG ATG CAA ACA TCA AAT GAA ACC AAA TGG 816 
Met Asp Gly Thr Trp Val Ala Mat Gin Thr Ser Asn Glu Thr Lvs Trp 
240 245 250 

TGC OCT CCC GAT CAG TTG CTG AAC CTG CAC GAC TTT CGC TCA GAC GAA 864 
Cys Pro Pro Asp Gin Leu Val Asn Leu His Asp Phe Arg Ser Asp Glu 
255 260 265 

ATT GAG CAC CTT GTT CTA GAG GAG TTG GTC AGG AAG AGA GAG GAG TCT 912 
He Glu His Leu Val Val Glu Glu Leu Val Arg Lvs Arg Glu Glu Cys 
270 275 280 

CTG GAT GCA CTA GAG TCC ATC ATG ACA ACC AAG TCA GTG AGT TTC AGA 960 
Leu Asp Ala Leu Glu Ser He Met Thr Thr Lvs Ser Val Ser Phe Arg 
285 290 * 295 

CCT CTC AGT CAT TTA AGA AAA CTT GTC OCT GGG TTT GGA AAA GCA TAT 1008 
Arg Leu Ser His Leu Ara Lys Leu Val Pro Gly Phe Gly Lys Ala Tvr 
300 305 310 315 

ACC ATA TTC AAC AAG ACC TTG ATG GAA GCC GAT GCT CAC TAC AAG TCA 1056 
Thr He Phe Asn Lys Thr Leu Yet Glu Ala Asp Ala His Tyr Lvs Ser 
320 325 330 

GTC AGA ACT TGG AAT GAG ATC CTC CCT TCA AAA GGG TGT TTA AGA GTT 1104 
Val Arg Thr Trp Asn Glu He Leu Pro Ser Lys Gly Cys Leu Arg Val 
335 340 345 

GGG GGG AGG TCT CAT CCT CAT GTG AAC GGG GTG TTT TTC AAT GCT ATA 1152 
Gly Gly Arg Cys His Pro His Val Asn Gly Val Phe Pte Asn Gly He 
350 355 360 

ATA TTA GGA CCT GAC GGC AAT GTC TTA ATC CCA GAG ATG CAA TCA TCC 1200 
He Leu Gly Pro .Asp Gly Asn Val Leu He Pro Glu Nfet Gin Ser Ser 
365 370 375 

CTC CTC CAG CAA CAT ATG GAG TTG TTG GAA TCC TCG GTT ATC CCC CTT 1248 
Leu Leu Gin Gin His Met Glu Leu Leu Glu Ser Ser Val He Pro Leu 

380 385 290 395 
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GTG CAC CCC CTG GCA GAC CCG TC7T AOC GTT TTC AAG GAC GGT GAC GAG 1296 
Val His Pro Leu Ala Asp Pro Ser Thr Val Phe Lys Asp Gly Asp Glu 
400 405 410 

GCT GAG GAT TTT GIT GAA GTT CAC CTT CCC GAT GTG CAC AAT CAG GTG 1344 
Ala Glu Asp Phe Val Glu Val His Leu Pro Asd Val His Asn Gin Val 
415 420 " 425 

TCA GGA GTT GAC TTG GGT CTC COG AAC TGG GGG AAG TAT GTA TTA CTG 1392 
Ser Gly Val Asp Leu Gly Leu Pro Asn Trp Gly Lys Tyr Val Leu Leu 
430 435 440 

AGT GCA GGG GOC CTG ACT GCC TTG ATG TTG ATA ATT TTC CTG ATG ACA 1440 
Ser Ala Gly Ala Leu Thr Ala Leu Met Leu He He Phe Leu Met Thr 
445 450 455 

TGT TGT AGA AGA GTC AAT OGA TCA GAA OCT ACG CAA CAC AAT CTC AGA 1488 
Cys Cys Arg Arg Val Asn Arg Ser Glu Pro Thr Gin His Asn Leu Am 
460 465 470 475 

GGG ACA GGG AGG GAG GTG TCA GTC ACT CCC CAA AGC GGG AAG ATC ATA 1536 
Gly Thr Gly Arg Glu Val Ser Val Thr Pro Gin Ser Gly Lys He He 
480 485 490 

TCT TCA TGG GAA TCA CAC AAG AGT GGG GGT GAG ACC AGA CTG TGAGGACIGG 1588 
Ser Ser Trp Glu Ser His Lys Ser Gly Gly Glu Thr Arg Leu 
495 500 505 

OOGIUjrriC AACGATOCAA GTCCTGAAGA TCACCTCOCC TTGQQGGGTT CTTTTTGAAA 1648 
AAAAAAAAAA AAAAAA 3.554 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 524 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOP0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEX^JENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Val Pro Gin Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe Pro Leu 
-15 -10 -5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 



Met 
-19 

Cys Pre Gly Lys Pre Pro lie Tyr 
1 5 

Trp Ser Pro lie Asp lie His His 
15 20 

Val Glu Asp Glu Gly Cys Thr Asn 



Thr He Pro Asd Lvs Leu GIv Pro 
10 

Leu Ser Cys Pro Asn Asn Leu Val 
25 

Leu Ser Gly Phe Ser Tyr Met Glu 
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30 35 40 45 

Leu Lys Vai Gly Tyr lie Leu Ala lie Lys Met Asn Gly Phe Ihr Cvs 
50 55 60 

Thr Gly Val Val Thr Glu Ala Glu Thr Tyr Thr Asn Phe Val Gly Tvr 
65 70 75 

Val Thr Thr Thr Pte Lys Arg Lys His Phe Arg Pro Thr Pro Asp Ala 
80 85 90 

Cys Arg Ala Ala Tyr Asn Trp Lys Met Ala Glv Asp Pro Arg Tyr Glu 
95 100 ~ 105 

Glu Ser Leu His Asn Pro Tyr Pro Asp Tyr Arg Trp Leu Arg Thr Val 
110 115 120 125 

Lys Thr Thr Lys Glu Ser Leu Val He He Ser Pro Ser Val Ala Asp 
130 135 140 

Leu Asp Pro Tyr Asp Arg Ser Leu His Ser Arg Val Phe Pro Ser Gly 
145 150 155 

Lys Cys Ser Gly Val Ala Val Ser Ser Thr Tyr Cys Ser Thr Asn His 
160 165 170 

Asp Tyr Thr He Trp Met Pro Glu Asn Pro Arg Leu Gly Met Ser Cys 
175 180 185 

Asp He Phe Thr Asn Ser Arg Glv Lys Arg Ala Ser Lys Gly Ser Glu 
190 195 * 200 205 

Thr Cys Gly Phe Val Asp Glu Arg Gly Leu Tvr Lys Ser Leu Lvs Gly 
210 215 220 

Ala Cys Lys Leu Lys Leu Cys Glv Val Leu Glv Leu Arg Leu Met Asp 
225 230 * 235 

Gly Thr Trp Val Ala Met Gin Thr Ser Asn Glu Thr Lys Trp Cys Pro 
240 245 250 

Pro Asp Gin Leu Val Asn Leu His Asp Phe Arg Ser Asp Glu He Glu 
255 260 265 

His Leu Val Val Glu Glu Leu Val Arg Lys Arg Glu Glu Cvs Leu Asp 
270 275 280 ~ 285 

Ala Leu Glu Ser He Met Thr Thr Lys Ser Val Ser Phe Arg Arg Leu 
290 295 300 

Ser His Leu Arg Lys Leu Val Pro Gly Phe Gly Lys Ala Tvr Thr He 
305 310 315 

Phe Asn Lys Thr Leu Met Glu Ala Asp Ala His Tyr Lys Ser Val Arg 
320 325 330 
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Thr Trp Asn Glu He Leu Pro Ser Lys Gly Cys Leu Arg Vai Gly Gly 
335 340 345 

Arg Cys His Pro His Val Asn Gly Val Phe Phe Asn Gly lie He Leu 
350 355 360 365 

Gly Pro Asp Gly Asn Val Leu He Pro Glu Met Gin Ser Ser Leu Leu 
370 375 380 

Gin Gin His Met Glu Leu Leu Glu Ser Ser Val He Pro Leu Val His 
385 390 395 

Pro Leu Ala Asp Pro Ser Thr Val Phe Lys Asp Gly Asp Glu Ala Glu 
400 405 410 

Asp Phe Val Glu Val His Leu Pro Asp Val His Asn Gin Val Ser Gly 
415 420 425 

Val Asp Leu Gly Leu Pro Asn Trp Gly Lys Tyr Val Leu Leu Ser Ala 
430 435 440 445 

Gly Ala Leu Thr Ala Leu Met Leu He He Phe Leu Nfet Thr Cys Cys 
450 455 460 

Arg Arg Val Asn Arg Ser Glu Pro Thr Gin His Asn Leu Arg Gly Thr 
465 470 475 

Gly Arg Glu Val Ser Val Thr Pro Gin Ser Gly Lys He He Ser Ser 
480 485 490 



Trp Glu Ser His Lys Ser Gly Gly Glu Thr Arg Leu 
495 500 505 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOR^I: Einzel 

(D) T0P0LOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKUXS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLUSS EL : 5'UTR 

(B) LAGE: 1. .24 



(xi) SEQUENZBESCHREI5UNG : SEQ ID NO: 3: 
GTCAACAGCG CtajOACTTC ^^-^ 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SE3QUENZ OiARAKTERI ST IKA : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Eirizel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME /SCHLUSSEL : 5 *UTR 

(B) LAGE: 1..24 



(xi) SECUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GCTTGTTGAG ATGATGCTTT GAGA 24 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SESJENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRAN^PORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME /SCHLUSSEL : 5'UTR 

(B) LAGE: 1. .21 



(xi) SEC?JEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GGTCC7TGTGT CTGAACCTGA G 21 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

( B ) ART : Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einsel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



{ ix ) 



MERKMALE: 

(A) NAME, 'SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 1 . . 21 
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(xi) SEJQUEN75SSQiREIBUNS : SEQ ID NO: 6: 
TTATQGCCTG GQGCGTTTAC A 21 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LAW3E: 41 Amirosauren 

(B) ART: Amirosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKULS: Peptid 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide 

(B) LAGE: 1. .41 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE: 17 

(D) SONSTIGE ANGA3EN: /note= "Xaa 1st Nle" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL : Modif ied-site 

(B) LAGE: 25 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /rote= "Xaa ist Nle" 



(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 7: 

Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly Phe He Glu Asn Glv Trp Glu Glv 
1 5 10 15 

Xaa He Asp Gly Lys Gly Asp He Xaa Gly Glu Tro Gly Asn Glu He 
20 25 30 

Phe Gly Glu He Ala Glu Phe Leu Gly 
35 40 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Krebsvakzinen, die 
autologe Tumorzellen enthalten, dadurch 
gekennzeichnet, daB man Tumorzellen oder 
Fibroblasten kultiviert und die kultivierten Zellen 
ex vivo mit einer Zusammensetzung transf iziert, die 
folgende Komponenten enthalt: 

ai ) ein DNA-Molekiil , das eine oder mehrere in der 
Zelle exprimierbare Sequenzen enthalt, die fur ein 
oder mehrere, gleiche oder verschiedene, 
immunstimulierende Polypeptide kodieren, oder 
mehrere DNA-Molekule, enthaltend fur verschiedene 
immunstimulierende Polypeptide kodierende Sequenzen ; 

aii ) gegebenenf alls ein wei teres DNA-Molekiil, das 
frei ist von Sequenzen, kodierend fur ein in der zu 
transf izierenden Zelle funktionell aktives 
Polypeptid ; 

b) ein Konjugat zwischen einem DNA-bindenden 
Moleklil und einem endosomolytisch wirkenden Mittel, 
ausgewahlt aus der Gruppe 

i) Adenovirus, das eine Mutation zumindest in der 
E4 -Region aufweist, 

ii) Adenovirus, das neben einem Effekt in der E1A- 
Region einen oder mehrere weitere genetische 
Defekte aufweist, oder 

iii) endosomolytisch wirkendes Peptid; 

gegebenenf alls 

c) ein DNA-bindendes Molekiil, vorzugsweise 
konjugiert mit einem Internalisierungsfaktor, der an 
ein Oberf lachenmolekul der zu transf izierenden 
Zellen binder und in diese internalisiert wird; 
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wobei die Komponenten b) und c) mit der in a) 
definierten DNA einen im wesentlichen 
elektroneutralen Komplex bilden, 

daS man die transfizierten Zellen derart 
inaktiviert, daB sie unter Beibehaltung ihrer 
Fahigkeit zur Expression der in ai ) definierten DNA 
ihre Fahigkeit zur Teilung verlieren, wobei man im 
Falle der Transfektion von Fibrobiasten diese mit 
nichttransf izierten sowie inaktivierten Tumorzellen 
mischt, 

und daB man die Zellpopulation gegebenenf alls mit 
pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und Tragerstof fen 
mischt . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB die in ai ) definierte DNA ein 

Expresssionsplasmid ist, das eine oder mehrere fur 
ein Zytokin kodierende Sequenz(en) enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS die in ai ) definierte DNA die fur humanes 
Interleukin 2 kodierende Sequenz enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) definierte DNA die fur humanes IFN-v 
kodierende Sequenz enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB als in ai ) definierte DNA zwei Plasmide 
eingesetzt werden, von denen eines die fur humanes 
Interleukin 2 und eines die fur IFN-y kodierende 
Sequenz enthalt. 
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6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
da6 die in ai ) def inierte DMA die fur humanen 
Granulozyten-Makrophagen-Koionien-stirnulierenden 
Faktor (GM-CSF) kodierende Sequenz enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) def inierte DNA ein Expressionsplasmid 
1st, das eine oder mehrere fur ein co-stimulierendes 
Molekul kodierende Sequenz (en) enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die DNA eine fur das Heat Stable Antigen 
kodierende Sequenz enthalt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) def inierte DNA ein Expressionsplasmid 
ist, das eine oder mehrere fur ein Neoantigen 
kodierende Sequenz (en) enthalt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Neoantigen ein Virusprotein oder ein 
Fragment davon ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virusprotein das Rabies-Glykcprotein ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB zusatzlich als in aii ) 
definiertes DNA -Molekul ein Plasmid eingesetzt wird, 
das frei ist von Sequenzen, kodierend fur ein in der 
zu transf izierenden Zelle funktioneli aktives 
Polypeptid . 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

^ ~i O — ; 1 nvf w w, J 3 **_-!_!_.". 1 l_ \ .. 3 

v_i.<_ii-> d-u^j L/nn-uiiiuciiUt:^ nuJ.er.Ui. U ) uiiU. 

gegebenenf alls c) ein Polyiysin, vorzugsweise einer 
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Kettenlange von ca. 200 bis 300 Lysinresten, 
eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polylysin in c) mit humanem Transferrin als 
Internalisierungsfaktor konjugiert ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Polylysin in c) mit humanem EGF als 
Internalisierungsfaktor konjugiert ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Komponente b) ein Konjugat eingesetzt wird, 
das ein Adenovirus mit einem Defekt zumindest in der 
E4-Region enthalt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB als E4-Mutante das Adenovirus der Bezeichnung 
dl!014 eingesetzt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Komponente b) ein Konjugat eingesetzt wird, 
das ein Adenovirus mit einem Defekt in der Ela- 
Region, das zusatzlich mittels Psoralen/UV 
inaktiviert wurde, enthalt . 

19. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Komponente b) ein Konjugat eingesetzt wire, 
das em Adenovirus enthalt, das mittels 
B-Propiolacton inaktiviert wurde. 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Komponente b) ein Konjugat eingesetzt wire, 
in dem das Peptid der Sequenz SEQ ID NO: 7 ionisch an 
Polylysin gebunden ist. 
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Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, 
daB die transf izierten Zellen mit Rontgen- Oder 
Gammastrahlen inaktiviert werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Tumorzellen Melanomzellen sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Tumorzellen Colonkarzinomzellen sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB Fibroblasten transfiziert und inaktiviert 
werden . 

Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Fibroblasten autologe Fibroblasten sind. 

Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Fibroblasten Zellen einer 
Fibroblastenzellinie sind . 

Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB die transf izierten und 
inaktivierten Fibroblasten mit autologen 
inaktivierten Tumorzellen gemischt werden. 

Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Tumorzellen Melanomzellen sind. 

Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Tumorzellen Colonkarzinomzellen sind. 

Krebsvakzine , erhaltlich nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 1 bis 29. 
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31. Transf ektionskomplex zuer Herstellung von 

Krebsvakzinen, dadurch gekennzeichnet , da3 er 
folgende Komponenten enthalt: 

ai ) ein DNA-Molekul, das eine oder mehrere in der 
Zelle exprimierbare Sequenzen enthalt, die fur ein 
Oder mehrere, gleiche oder verschiedene, 
immunstirnulierende Polypeptide kodieren, oder 
mehrere DNA-Molekule , enthaltend fur verschiedene 
immunstirnulierende Polypeptide kodierende Sequenzen; 

aii ) gegebenenf alls ein weiteres DNA-Molekul, das 
frei ist von Sequenzen, kodierend fur ein in der zu 
transf izierenden Zelle funktionell aktives 
Polypeptide* 

b) ein Konjugat zwischen einem DNA-hindenden 
Molekui und einem endosomolytisch wirkenden Mittel , 
ausgewahlt aus der Gruppe 

i) Adenovirus, das eine Mutation zumindest in der 
E4-Region auf weist , 

ii ) Adenovirus, das neben einem Effekt in der E1A- 
Region einen oder mehrere weitere genetische 
Defekte auf weist, oder 

iii) endosomolytisch wirkendes Peptid; 

gegebenenf alls 

c) ein DNA-bindendes Molekui, vorzugsweise 
konjugiert mit einem Internalisierungsf aktor , der an 
ein Oberf lachenmolekul der zu transf izierenden 
Zellen bindet und in diese internalisiert wird, 



wobei die Komponenten b) und c) mit der in a) 
definierten DN r A einen im wesentlichen 
elektroneutraien Komplex bilden. 
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32. Komplex nach Ansprucn 31, dadurch gekennzeichnet, 

da 13 die in a: ) def inierte DNA ein Expressionsplasmid 
ist, das eine Oder mehrere ftir ein Zytokin 
kodierende Sequenz(en) enthalt. 

33. Komplex nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) def inierte DNA die fur humanes 
Interleukin 2 kodierende Sequenz enthalt. 

34. Komplex nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) def inierte DN T A die fur humanes I FN-y 
kodierende Sequenz enthalt. 

35. Komplex nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
daS die in ai ) def inierte DNA die fur humanen GM-CSF 
kodierende Sequenz enthalt. 

36. Komplex nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) def inierte DNA aus zwei Plasmiden 
besteht, von denen eines die fur humanes Interleukin 
2 und eines die ftir I FN-y kodierende Sequenz 
enthalt . 

37. Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in ai ) def inierte DNA ein Expressionsplasmid 
ist, das eine oder mehrere fiir ein co-stimulierendes 
Molekul kodierende Sequenz (en) enthalt. 

38. Komplex nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, 
daB die DNA eine fur das Heat Stable Antigen 
kodierende Sequenz enthalt. 

39. Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
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ist, das eine oder mehrere fur ein Neoantigen 
kodierende Sequenz(en) enthalt. 

40. Komplex nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Neoantigen ein Virusprotein oder ein 
Fragment davon ist. 

41. Komplex nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virusprotein das Rabies-Glykoprotein ist. 

42. Komplex nach einem der Anspriiche 31 bis 41, dadurch 
gekennzeichnet, daB er zusatzlich als in aii ) 
definiertes DNA-Molekul ein Plasmid enthalt, das 
frei ist von Sequenzen, kodierend fur ein in der zu 
transf izierenden Zelle funktionell aktives 
Polypeptid . 

43. Komplex nach einem der Anspruche 31 bis 42, dadurch 
gekennzeichnet, daB die in ihm enthaltene DNA 
weitestgehend frei ist von Lipopolysacchariden . 

44. Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daB er als DNA-bindendes Molekul b) und 
gegebenenf alls c) ein Polylysin, vorzugsweise einer 
Kettenlange von ca . 200 bis 300 Lysinen, enthalt. 

45. Komplex nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polylysin in c) mit humanem Transferrin als 
Internalisierungsf aktor konjugiert ist . 

46. Komplex nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polylysin mit humanem EGF als 
Internalisierungsf aktor konj ugiert ist . 



Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daS er als Komponente b; ein Konjugat enthalt, das 
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ein Adenovirus nit einem Defekt zumindes: in der E4- 
Region aufweist . 

48. Komplex nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet , 
da8 er als E4-Mutante das Adenovirus der Bezeichnung 
dll014 enthalt. 

49. Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daB er als Komponente b) ein Konjugat enthalt, das 
ein Adenovirus enthalt, das mittels S-Prcpiolacton 
inaktiviert wurde . 

50. Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet , 
daS er als Komponente b) ein Konjugat enthalt, das 
ein Adenovirus mit einem Defekt in der Eia-Region, 
das zusatzlich mittels Psoralen/UV inaktiviert 
wurde, enthalt. 

51. Komplex nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
da8 er als Komponente b ) ein Konjugat enthalt, in 
dem das Peptid der Sequenz SEQ ID NO : 7 icnisch an 
Polylysin gebunden ist. 

52. Humane Tumcrzellen, transf ormiert mit einem der in 
einem der Anspruche 31 bis 51 definierten Komplexe. 

53. Humane Fibroblasten, transf ormiert mit einem der in 
einem der Anspruche 31 bis 51 definierten Komplexe. 

54. Fibroblasten nach Anspruch 53 in Mischung mit 
humanen Tumor zellen . 

55. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend Zellen nach 
Anspruch 52 oder 54 und pharmazeutisch annehmbare 
Nahr- und Hilfsstoffe. 
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